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RESUMO

NUNES, Danielle Aparecida Duarte. Efeito da utilizacdo de residuos
vegetais na biorremediacdo de um solo contaminado por borra oleosa de
petréleo. 2018. 145 f. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2018.

A adicdo de residuos vegetais em solos contaminados com hidrocarbonetos totais
do petroleo (HTP) pode incrementar a biodegradacdo destes contaminantes, ao
promoverem, principalmente, a melhoria da qualidade nutricional e difusdo de
oxigénio. O bagaco de cana-de-acucar (BC) e a serapilheira da leguminosa florestal
Mimosa caesalpiniifolia (SS) podem ser uma alternativa rentavel, particularmente as
leguminosas, pela capacidade de associacdo simbidtica com bactérias fixadoras de
N2, suprindo o solo com N. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicao do
BC e da SS na biorremediagcdo de um solo de landfarming contaminado por borra
oleosa do petrdleo. Os residuos vegetais foram avaliados quanto a possivel atuacao
como fonte de C e/ ou N para os microorganismos do solo, e foi verificada a
evolucdo acumulada de CO2 no solo como medida indireta da biorremediacdo no
solo. Posteriormente foram realizados dois experimentos. O primeiro experimento foi
realizado com 1 kg de solo, e avaliou a mistura do BC (20 e 40 g kg''solo) e SS (10 e
20 g kg solo) separadamente ou em combinacéo na temperatura média de 35°C. A
partir destes resultados foi realizado um planejamento fatorial 32, que indicou que a
associacdo de BC e SS na concentragéo de 20 g kg promove a maior remocéo de
HTP. Com esta concentracdo de BC e SS foi realizado um experimento em maior
escala (5kg de solo) em temperatura média de 26°C. Os experimentos foram
conduzidos em casa de vegetacdo por 90 dias, a umidade foi ajustada quando
necessario ao valor inicial (40%), e periodicamente foi feito o revolvimento do solo. A
cada 30 dias, foi avaliada a remogcao de HTP, analise de biologia molecular por
sequenciamento de nova geracgao, e o crescimento de bactérias heterotroficas totais
(BHT), fungos filamentosos (FF) e microrganismos degradadores de 6leo (MDO),
cujas concentragdes iniciais no solo (controle) foram de 1,12 x 108 UFC ¢!, 4,35 x
10* UFC g1, e 2,50 x 10° NMP g?, respectivamente. Foi verificado que os

microrganismos utilizam o BC como fonte de C, a SS como fonte de C e N, e que a
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maior evolucdo acumulada de CO:2 (7942,49 mg CO:2 kg solo) ocorreu nos solos
com BC e SS combinados na concentracéo de 20 g kg solo. No experimento em
menor escala, o crescimento de BHT, FF, e MDO foi maior nos solos que receberam
BC e SS combinados (3, 2 e 5 ordens de grandeza, respectivamente, em relagéo ao
controle). No solo do experimento em maior escala, o crescimento de BHT, FF e
MDO foi de 5, 2 e 6 ordens de grandeza maior que no controle. Foi verificada maior
abundéncia da classe Alphaproteobacteria nos solos tratados com SS, grupo
geralmente associado a ambientes impactados por HTP. A maior remog¢éao de HTP
(33%) foi verificada na combinacéo de BC e SS na concentracédo de 20 g kg solo, e
por ser em solo de area industrial saturado com contaminantes recalcitrantes, € um
resultado promissor, podendo ainda promover reducéo de gastos com fertilizacdo e

aeracéao do solo.

Palavras-chave: biorremediacao, hidrocarbonetos, residuos vegetais.
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ABSTRACT

NUNES, Danielle Aparecida Duarte. Effect of the use of vegetal residues on the
bioremediation of a soil contaminated by oil sludge. 2018. 145 f. Tese
(Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de

Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

The addition of plant residues in soils contaminated with total petroleum
hydrocarbons (TPH) may increase the biodegradation of those contaminants mainly
by improving the soil nutritional characteristics and the diffusion of gases on it.
Sugarcane bagasse (SB) and leaf litter of forest legume called Mimosa
caesalpiniifolia (LL) can be a feasible alternative, mainly the legumes because of the
ability of symbiotic association with N2-fixing bacteria, supplying the soil with N. The
objective of this study was to evaluate the effect of the addition of SB and LL to the
bioremediation of a landfarming soil contaminated by oil sludge. It was evaluated
whether the plant residues may be C and/ or N sources for microorganisms in soil,
and the soil bioremediation was indirectly evaluated by the cumulative CO:2 evolution
in the soil containing the plant residues. Subsequently, two experiments were carried
out. The first was carried out with 1 kg of soil and SB (20 and 40 g kg sol) and LL
(10 and 20 g kg sail) separately or together at around 35°C. From those results a
factorial design 32 was carried out, which indicated that the association of SB and SS
in the concentration of 20 g kg promoted the highest removal of TPH. With that
concentration of SB and LL an experiment was carried out on a larger scale (5 kg of
soil) at around 26°C. The experiments were conducted in greenhouse for 90 days,
the humidity was adjusted when necessary to the initial value (40%), and the soil was
revolved periodically. Every 30 days, it was analysed the TPH removal, molecular
biology analysis by new generation sequencing, and the growth of total heterotrophic
bacteria (THB), filamentous fungi (FF) and oil degrading microorganisms (ODM),
which presented as initial (control) as respectively 1.12 x 108 CFU g?, 4.35 x
10* CFU g, and 2.50 x 10° NMP g. It was verified that the microorganisms use SB
as source of C, LL as source of C and N, and that the largest cumulative
CO:2 evolution (7942,49 mg CO:2kg? soil) was observed in soils with SB and LL
together at 20 g kg soil. For the small scale experiment, the growth of THB, FF, and
ODM was higher in soils that received SB and LL together (respectively 3, 2 and 5
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orders of magnitude, relative to the control). The experiment in large scale showed
that the growth of THB, FF and ODM was respectively 5, 2 and 6 orders of
magnitude higher than the control. It was observed a greater concentration of the
Alphaproteobacteria class in the soil treated with LL, which is a group of
microorganisms usually associated with TPH impacted environments. The highest
removal of TPH (33%) was verified with SB and LL used together in the
concentration of 20 g kg*. Because it was applied in industrial area soil saturated
with recalcitrant contaminants it is a promising result, since it may promote cost

reduction for fertilization and aeration of the soil.

Keywords: bioremediation, hydrocarbons, plant residues.



SUMARIO

CAPITULO 1: INTRODUCAO

CAPITULO 2: JUSTIFICATIVA

CAPITULO 3: OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

3.2 objetivos especificos

CAPITULO 4: REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Solo: definicdo, formacdo e influéncia sobre a biodegradagéo de
contaminantes

4.2 Petrdleo: definicdo, utilizacdo e atividades potencialmente poluidoras e
residuos gerados pela industria do petréleo

4.3 Meio ambiente, solo, e a legislagéo

4.4 Biorremediacao de solos contaminados por residuos do petroleo

4.4.1 Biorremediacao assistida por microrganismos

4.4.2 Fatores que influenciam a atuacdo dos microrganismos no processo de
biorremediacao

4.4.3 Biologia molecular

4.4.4 Técnicas de biorremediacéo do solo

4.4.5 Biorremediacdo de solo com residuos do petréleo pela técnica de
landfarming

4.5 Adicéo de residuos vegetais como ferramenta auxiliar na biorremediacéo
de solos contaminados

4.5.1 Bagaco de cana-de-acucar

4.5.2 Leguminosas florestais

CAPITULO 5: MATERIAIS E METODOS

5.1 Solo: descrigéo, coleta e preparo

5.2 Materiais vegetais: descri¢ao, coleta e preparo

5.3 Ensaios preliminares

5.3.1 Teste para avaliacdo dos residuos vegetais como fonte de C e N para
0S microrganismos do solo.

5.3.2 Evolugao de CO2 acumulado

5.4 Avaliacéo do efeito dos residuos vegetais na biorremediacao do solo

xvi

o oo o1 o0 g b~

12

16
21
23
26

29
31
33

36

40
43
46
46
47
49
49

51
51



5.4.1 Experimento de biorremediacdo em microcosmo

5.4.2 Experimento de biorremediacdo em escala maior

5.5 Procedimentos analiticos realizados com o solo e os residuos vegetais
5.5.1 Elementos quimicos

5.5.2 Textura

5.5.3 Capacidade de retencéo de agua

5.5.4 Umidade

5.5.5 pH

5.5.6 Determinacao de hidrocarbonetos totais do petréleo

5.5.7 Bactérias heterotroficas totais

5.5.8 Fungos filamentosos

5.5.9 Microrganismos degradadores de 6leo

5.5.10 Biologia molecular do solo pela tecnologia de sequenciamento de
nova geragcao

5.5.11 Avaliacdo da evolugéo de CO2 acumulado do solo

5.5.12 Planejamento fatorial 32 do experimento em microcosmo

CAPITULO 6: RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo do solo

6.2 Caracterizacdo dos materiais vegetais

6.3 Ensaios preliminares

6.3.1 Ensaio para avaliar os residuos vegetais como fontes de C e N para os
microrganismos do solo.

6.3.2 Evolucdo de CO2 acumulado

6.4 Experimento de biorremediagdo em microcosmo

6.4.1 Microbiologia do solo tratado com bagaco de cana-de-acucar

6.4.2 Microbiologia do solo tratado com a serapilheira do sabia

6.4.3 Microbiologia do solo tratado com bagaco de cana-de-agUcar e a
serapilheira do sabia

6.4.4 Remocdao de hidrocarbonetos totais do petroleo

6.4.5 Biologia molecular pela tecnologia de sequenciamento de nova geracao
6.4.6 Planejamento fatorial 3% do experimento em microcosmo

6.5 Experimento de biorremediacdo em escala maior

6.5.1 Microbiologia do solo tratado com bagaco de cana-de-aclcar e a

52
55
56
56
57
58
59
59
59
59
60
61
62

63
63
65
66
71
73
73

75
78
78
81
84

87
93
97
99
99



serapilheira do sabia

6.5.2 Remocéao de hidrocarbonetos totais do petrdleo
CAPITULO 7: CONSIDERACOES FINAIS

CAPITULO 8: CONCLUSOES

CAPITULO 9: SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

xVviil

102
104
105
107
108



LISTA DE FIGURAS

Figura 4.1 Representacao dos cinco horizontes de um solo maduro

Figura 4.2 Composicéo do solo

Figura 4.3 Triangulo textural com as classes da frac¢ao terra fina

Figura 4.4 Petréleo na matriz energética mundial e brasileira

Figura 4.5 Funcionamento de um sistema Landfarming

Figura 4.6 llustracdo da parede celular vegetal

Figura 5.1 Sistema landfarming

Figura 5.2 Bagaco de cana-de-acucar

Figura 5.3 Serapilheira da leguminosa Mimosa caesalpiniifolia (sabia)
Figura 5.4 Ferramenta utilizada para coletar a serapilheira do sabia

Figura 5.5 Teste para avaliar o efeito da adicdo do bagaco de cana-de-
acucar e da serapilheira do sabid como fontes de C e N

Figura 5.6 Recipiente com NaOH e solo para determinar a evolucédo de CO:
Figura 5.7 Casa de vegetacao onde os experimentos foram conduzidos
Figura 5.8 Experimento de biorremediagdo em microcosmo

Figura 5.9 Solo sem e com a adicdo dos materiais vegetais

Figura 5.10 Experimento de biorremediacdo em escala maior

Figura 5.11 Placa de cultura de células de 24 pocos

Figura 6.1 Composicéo textural do solo

Figura 6.2 Curvas da evolugéo de CO2 acumulado dos solos

Figura 6.3 Grafico do crescimento de bactérias heterotroéficas totais, fungos
filamentosos, e microrganismos degradadores de 6leo dos solos com bagaco
de cana-de-acgucar do experimento em microcosmo

Figura 6.4 Grafico do crescimento de bactérias heterotroficas totais, fungos
filamentosos, e microrganismos degradadores de 6leo dos solos com a
serapilheira do sabia do experimento em microcosmo

Figura 6.5 Solos do experimento em microcosmo com adicéo da serapilheira
do sabia e do bagaco de cana-de-agucar no inicio e no final do experimento
Figura 6.6 Grafico do crescimento de bactérias heterotrdéficas totais, fungos
filamentosos, e microrganismos degradadores de 6leo dos solos com bagaco

de cana-de-acuUcar e serapilheira do sabia do experimento em microcosmo

10
13
35
38
46
47
48
48
50

51
52
52
53
55
62
66
75
78

82

83

85



Figura 6.7 Grafico com percentual de remocéo dos hidrocarbonetos totais do
petréleo do solo do experimento em microcosmo

Figura 6.8 Analise de Componentes Principais do solo do experimento em
microcosmo

Figura 6.9 Classificacdo taxondmica das sequencias do gene rrs do solo do
experimento em microcosmo

Figura 6.10 Numero de unidades taxon6micas operacionais do solo do
experimento em microcosmo

Figura 6.11 Diagrama de Pareto obtido através do planejamento fatorial 32
do experimento em microcosmo

Figura 6.12 Grafico da superficie resposta para remocao de hidrocarbonetos
totais do petréleo do experimento em microcosmo

Figura 6.13 Grafico do crescimento de bactérias heterotroéficas totais, fungos
filamentosos, e microrganismos degradadores de 6leo dos solos com bagaco
de cana-de-acucar e serapilheira do sabia do experimento em escala maior
Figura 6.14 Gréafico com percentual de remogéo dos hidrocarbonetos totais

do petroleo do solo em escala maior

88

94

95

96

97

98

100

102



LISTA DE TABELAS

Tabela 5.1 Avaliacdo do crescimento microbiano na presencga do bagaco de
cana-de-acucar e da serapilheira do sabia como fonte de C e N.

Tabela 5.2 Descricdo do experimento de biorremediacdo em microcosmo
Tabela 5.3 Parametros avaliados durante os experimentos de
biorremediacao

Tabela 5.4 Composicédo do meio de cultivo Agar Nutriente

Tabela 5.5 Composicédo do meio de cultivo Agar Sabouraud

Tabela 5.6 Composi¢cédo do meio de cultivo Bushnell Haas.

Tabela 5.7 Descricdo do experimento analisado estatisticamente pelo
planejamento fatorial 32

Tabela 6.1 Caracterizacao fisico-quimica, quimica e microbioldgica das
amostras de solo coletadas no sistema landfarming de refinaria

Tabela 6.2 Caracterizacao dos residuos vegetais

Tabela 6.3 Relacdes entre alguns componentes presentes nos residuos
vegetais

Tabela 6.4 Resultado da avaliacdo do crescimento microbiano na presenca
do bagaco de cana-de-acucar e da serapilheira do sabia como fonte de Ce N
Tabela 6.5 Analise de variancia do delineamento experimental fatorial 32

xx1

50

54
54

60

61

62

64

68

71
72

74



LISTA DE QUADROS

Quadro 4.1 Composicao textural do solo

Quadro 4.2 Geracao de borra oleosa nas refinarias brasileiras

Quadro 4.3 Lista de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos que
representam risco a saude humana e ambiental

Quadro 4.4 Valores de referéncia para alguns contaminantes de solos e
aguas subterraneas (CONAMA)

Quadro 4.5 Lista holandesa com valores de referéncia para alguns
contaminantes em solos (CETESB)

Quadro 4.6 Tecnologias de remediacao para descontaminacao de solos
Quadro 4.7 Custos de alguns tratamentos utilizados para remediacao de
solos contaminados

Quadro 4.8 Composicao da cana-de-acucar e de solidos soluveis no caldo
Quadro 4.9 Composicao quimica do bagaco de cana-de-aculcar

Quadro 6.1 Referéncias de trabalhos com remocéo de hidrocarbonetos totais

do petréleo em solos que receberam bagaco de cana-de-acucar

xxil

15
16

18

20

22
23

41
42
89



LISTA DE EQUACOES

Equacéo 5.1 Calculo para quantidade de silte

Equacéo 5.2 Calculo para quantidade de argila

Equacdo 5.3 Célculo para quantidade de areia

Equacdo 5.4 Célculo para capacidade de retencéo de agua

Equacéo 5.5 Equacéo do planejamento estatistico 32 utilizado no trabalho

xxiii

58
58
58
58
96



LISTA DE SIGLAS

ABNT Associagao Brasileira de Normas Técnicas

ANOVA Analise de variancia

ANP Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Bicombustiveis

BDO Bactérias Degradadoras de 6leo

BHT Bactérias Heterotroficas Totais

BTEX Hidrocarbonetos monoaromaticos (benzeno, tolueno, etil-benzeno e
xileno)

CETEM Centro de Técnologia Mineral
CETESB Companhia Ambiental do Estado de Séo Paulo

CONAMA  Conselho Nacional de Meio Ambiente
CRA Capacidade de Retencéo de Agua

DGGE Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (Denaturing

Greadient Gel Eletrophoresis)
DNA Acido Desoxirribonucleico

EMBRAPA Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

EPE Empresa de Pesquisa Energética

FF Fungos Filamentosos

HGS Sequenciamento em larga escala (High throughput sequencing)
HPA Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos

HTP Hidrocarbonetos Totais do Petroleo

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ITOPF International Tanker Owners Pollution Federation Limited

MOS Matéria Organica do Solo

NGS Sequenciamento de nova geracao (Next Generation Sequencing)
POAs Processos oxidativos avancados

PRH Programa de Recursos Humanos

SEBRAE  Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas
UENF Universidade Estadual do Norte Fluminense

UTOs Unidades Taxon6micas Operacionais

XX1V



USEPA United States Environmental Protection Agency

VRQ Valores de referéncia de Qualidade

XXV



Capitulo 1

Introducéo

A conscientizacdo da populacdo acerca dos perigos provocados pelos
constituintes do petréleo tem refletido em esforcos das comunidades cientificas e
politicas. N&o obstante, mundialmente, o desenvolvimento tecnoldgico e a oferta de
bens de consumo ainda séo fortemente atrelados ao petréleo. Esta matéria prima
féssil tem sido a principal causa de contaminacdo do meio ambiente devido a
vazamentos e derramamentos acidentais, e a disposi¢cdo inadequada de residuos
produzidos durante a exploracao, refino, transporte e operacdes de armazenamento
do petréleo e seus derivados (SINGH E LIN, 2008; ANDRADE et al., 2010).
Aproximadamente 40 milhdes de litros de Oleo e derivados sédo frequentemente
lancados acidentalmente no meio ambiente, impactando solos, rios, manguezais e
praias no Brasil entre 1975 e 2004 (ACSELRAD E MELLO, 2002).

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) através da
resolucdo n° 420, de 28 de dezembro de 2009, dispBe sobre critérios e valores
orientadores de qualidade do solo quanto a presenca de substancias quimicas.
Quando ocorrem acidentes ambientais, ou falhas nas medidas de controle que
evitam a contaminacéo dos diferentes ecossistemas, e o nivel das substancias estao
acima do permitido pela legislacdo, o foco tende a ser o tratamento das areas
contaminadas (CONAMA, 2014).

O solo, dentre os recursos naturais existentes no planeta, é o que mais sofre
danos como consequéncia de atividades antropogénicas, devido ao seu grau de
exposicado. Por sua vez, a contaminacdo de um solo pode provocar mdultiplas
consequéncias negativas para a cadeia alimentar, para a saude publica e para os
diversos recursos naturais (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006). Portanto, uma vez
contaminado, o solo deve ser recuperado, existindo diferentes alternativas
tecnoldgicas disponiveis. A escolha deve levar em consideracdo a urgéncia de
acOes corretivas, os niveis de remediacdo desejados e as tecnologias aplicaveis
(CERQUEIRA et al., 2014). Tem sido consenso contemplar eficiéncia da

descontaminacéo, simplicidade na execucéo, curto tempo e baixo custo (ROS et al.,
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2010). Neste contexto, cresce o interesse pela biorremediacéo, técnica utilizada para
descontaminacdo do solo pela acédo efetiva de microrganismos. Neste processo
deve-se estimular a atividade dos microrganismos degradadores do(s) poluente(s)
mediante adequagédo das condicdes do ambiente a fim de assegurar seu pleno
metabolismo (HAMZAH et al., 2014). Muitas vezes ha necessidade de se adotar
medidas para aumentar a biomassa microbiana do solo através da adicdo de
microrganismos (bioaumento) e/ou adicionar fontes nutricionais e/ou oxigénio
(bioestimulo), buscando potencializar a atividade dos microrganismos degradadores
dos poluentes em questdo (LUKIC et al., 2017). Em alguns casos, foi possivel
recuperar solos contaminados artificialmente com total mineralizacdo do poluente
organico sem geracdo de residuos secundarios (ANASTASI et al., 2008;
FARHADIAN et al., 2007), entretanto, ainda ndo foram encontrados dados indicando
a biorremediacao total de areas reais.

O Landfarming é uma técnica de biorremediacdo muito utilizada para residuos
gerados pela industria do petréleo, se destacando pela relativa eficiéncia na
remocdo de Oleos e graxas presentes no solo, simplicidade e baixo custo
operacional (LUKIC et al., 2017). Nesta tecnologia o residuo oleoso é incorporado ao
solo, sob condi¢cdes controladas, para promover a degradacdo e imobilizacdo dos
contaminantes perigosos nele presentes, pelas bactérias autéctones. Tipicamente, o
residuo oleoso é aplicado a superficie de uma area e misturado com o solo por meio
de equipamentos convencionais como tratores e/ ou grades. Entretanto, a eficacia é
relativa, jA que ndo possibilita a remocao total dos compostos, especialmente os
mais recalcitrantese toxicos (CERQUEIRA et al., 2014). Logo, € importante
estabelecer medidas que possam auxiliar na biodegradacdo de hidrocarbonetos
nestes sistemas de biorremediagéo.

Uma das estratégias que podem ser utilizadas é a incorporacdo de materiais
vegetais no solo (CHEN et al., 2015). O aumento da matéria organica no solo visa
tornar mais eficiente a ciclagem e mobilizagdo dos nutrientes, melhorar as
propriedades fisicas do solo, e ainda contribuir para a drenagem de agua e difusao
de oxigénio, entre outros beneficios (ITOPF, 2012; SHAHSAVARI et al., 2013;
HAMZAH et al., 2014). Os residuos vegetais podem estimular a atividade dos
microrganismos degradadores de O6leo e consequentemente a remocdo de

hidrocarbonetos totais do petroleo (HTP). A susceptibilidade dos vegetais a
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decomposicdo estad associada a sua composicdo quimica quanto aos teores de
celulose, hemicelulose, lignina e polifendis e as relacdes entre constituintes, tais
como C/N, C/P, lignina/N, polifendis/N (NDAW et al., 2009).

O bagaco de cana-de-agucar, residuo oriundo da moagem da cana, €
abundante no Brasil (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014), e tem sido apontado
na literatura por favorecer a biodegracdo de HTP em solos artificialmente
contaminados (MOLINA-BARAHONA et al., 2004; TREJO-HERNANDEZ et al.,
2007; GARCIA-TORRES et al., 2011; CUEVA-DIAS et al., 2017). Entretanto, é
preciso que seja dado uma énfase maior na utilizacdo deste material organico
guando incorporado a solos de areas industriais saturadas com hidrocarbonetos
extremamente recalcitrantes como o Landfarming. Uma estratégia pode ser utilizar a
acdo conjunta de diferentes tipos de residuos vegetais. A serapilheira de
leguminosas florestais como a Mimosa caesalpiniifolia (sabia) pode ser uma boa
alternativa. As leguminosas apresentam teores elevados de nutrientes em sua
composicdo (principalmente N), por realizarem associacdo com bactérias fixadoras
de N2 e fungos micorrizicos em suas raizes (NUNES et al., 2016). Assim, a adicdo
combinada de bagaco de cana-de-acUcar e da serapilheira da leguminosa sabia,
pode ser uma alternativa eficaz a baixo custo, quando comparada a outros
tratamentos de biorremediacdo para recuperar solos contaminados por petrdleo e
seus derivados (NIKOLOPOULOU et al., 2013; SHAHSAVARI et al., 2013).



Capitulo 2

Justificativa

Alguns trabalhos j& avaliaram o efeito da adicdo do bagaco de cana-de-
acucar (BC) em solos contaminados, demonstrando que seu emprego pode
favorecer a biodegracdo de hidrocarbonetos do petrdleo (HTP). Entretanto, cabe
salientar que estas pesquisas foram desenvolvidas na maioria das vezes com solos
artificialmente contaminados, e que ainda ndo foi possivel obter 100% de
degradacdo nas poucas pesquisas realizadas com solo de areas reais. Além disso,
nao existe, na literatura cientifica, informacao referente a utilizacdo da serapilheira
do sabia (SS), ou da mesma associada a adicdo do BC ao solo. Tanto o BC como a
SS podem atuar como fonte de C, na difusdo de oxigénio, na retencédo de umidade
no solo, e na melhoria da textura do solo. A relevancia do emprego da SS reside
especialmente na capacidade de adicionar nutrientes no solo, especialmente N. Por
serem leguminosas, estas plantas sdo reconhecidas por realizarem associacéo
biolégica com bactérias fixadoras de N2 e fungos micorrizicos em suas raizes, o que
promove a melhoria na absorcdo de nutrientes. Sendo assim, juntos, o BC e a SS
podem ser uma alternativa eficaz, e de relativo baixo custo, capaz de diminuir gastos
com fertilizacdo e aeracdo do solo, praticas freqlentemente adotadas em

tratamentos biol6gicos como o landfarming.



Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da adicdo do bagaco de cana-de-acucar (BC) e da serapilheira
da leguminosa florestal Mimosa caesalpiniifolia - sabia (SS) na biorremediacdo de
um solo contaminado por borra oleosa do petroleo proveniente de um sistema

landfarming de refinaria.

3.2 Objetivos especificos
e Verificar se o BC e a SS atuam como fonte de C e N para os microrganismos
presentes no solo, e avaliar a evolugédo de CO2 acumulada no solo durante 91
dias de incubacao, quando o BC e a SS foram adicionados separadamente ou

de forma combinada em diferentes quantidades;

e Avaliar a remocdo de hidrocarbonetos totais do petroleo (HTP) e o
crescimento das populacdes de bactérias heterotréficas totais (BHT), fungos
filamentosos (FF), e de microrganismos degradadores de 6leo (MDO) em
solos com diferentes concentragcbes de BC e SS adicionados no solo
separadamente ou combinados ao longo de 90 dias, e realizar andlise
taxondmica do solo com base em sequéncias do gene 16S rRNA utilizando

sequenciamento em larga escala;

e Utilizar a proporcdo de residuo vegetal indicada como mais eficiente no
experimento anterior para avaliar o efeito da incorporagdo dos residuos
vegetais ao solo, e da adicdo dos residuos vegetais somente em superficie,

sobre a remocao de HTP e crescimento das popula¢des de BHT, FF, MDO.



Capitulo 4

Revisao Bibliogréfica

4.1 Solo: definicdo, formacdo e influéncia sobre a biodegradacdo de
contaminantes

A compreensdao humana sobre o solo e a sua importancia vem de muito mais

tempo do que tem sido escrito até hoje na literatura (COLEMAN et al., 2018).

Existem vérias definicdes para solo (OLIVEIRA, 2008; SPOSITO, 2008; KER et al.,

2012). De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA,

2013), que concentra um grande numero de especialistas em solo e agricultura, tem-

se como definigao:

“Solo é uma colegéo de corpos naturais constituido por partes solidas, liquidas
e gasosas, formado por materiais minerais e organicos que ocupam a maior
parte do manto superficial das extensdes continentais do nosso planeta. Ele
contém matéria viva, pode ser vegetado na natureza onde ocorre e,
eventualmente, pode ter sido modificado por interferéncias antropicas’.

O solo apresenta camadas organizadas de forma aproximadamente paralelas,
denominadas horizontes. Essas camadas distinguem-se do material de origem, as
rochas, por acao do intemperismo e da pedogénese. O intemperismo é um processo
de desagregacao e desintegracdo, enquanto a pedogénese compreende etapas de
adicdo e/ou perda de materiais organicos e inorganicos no solo, transporte/
translocacdo de materiais de origem bidtica ou abittica, solidificacdo de matéria
organica e transformacdo, por exemplo, de minerais primarios e secundarios
(OLIVEIRA, 2008; CLEMENTE et al., 2015). Estes processos ocorrem ao longo do
tempo, sob a influéncia dos fatores de formacao bioticos (organismos) e abidticos
(clima e relevo), o que faz com que os horizontes apresentem pouca ou grande
diferenciacdo pedoldgica em relacdo a rocha originaria em funcdo dos processos
pedogenéticos (EMBRAPA, 2013).

O tipo e a intensidade do intemperismo dependem diretamente da
temperatura, pluviosidade e vegetacdo onde o solo se encontra. Em regides de

temperatura e pluviosidade baixas o intemperismo fisico predomina. Ja nos tropicos,



gue € o caso do Brasil, onde as temperaturas sdo mais elevadas e as chuvas séo
mais frequentes, a acdo bioldgica é mais intensa, e o intemperismo quimico €&
preponderante (ALMEIDA, 2013).

Uma vez que o solo esta sujeito & acdo dos fatores de formacdo, em um
processo evolutivo ininterrupto, o numero de horizontes que o solo apresenta varia
com o tipo e o estagio de evolucdo do solo. Um solo maduro € um solo totalmente
formado, apresentando cinco diferentes horizontes (O, A, B, C e R) que se separam
um do outro de maneira gradativa, sendo possivel observar regifes intermediarias
gue apresentam caracteristicas mistas, tanto na camada superior quanto na inferior
(EMBRAPA, 1983), como pode ser visto na Figura 4.1.

=% Horizonte O
=== Horizonte A

=== Horizonte B

= Horizonte C

v..'. ~| ===== Horizonte R

Figura 4.1 Cinco horizontes de um solo maduro. Fonte: Adaptado de LEPSCH (2016).

O horizonte superficial (horizonte O) é a camada mais superficial do solo.
Nele, a matéria organica apresenta pouca ou henhuma decomposicdo. O horizonte
A é considerado como camada mineral que apresenta atividade bioldgica intensa, e
muita matéria organica decomposta. O horizonte B apresenta uma camada muito
influenciada pelos fatores pedogenéticos, rica em Oxidos iGnicos e com pouca ou
nenhuma estrutura da rocha original, que se diferencia do C, por esse horizonte ser
uma camada mineral pouco afetada pelos processos pedogenéticos, e que pode
ainda conter a rocha matriz, que € caracterizadopelo Horizonte R (EMBRAPA, 1983;
IBGE, 2007; OLIVEIRA, 2008).

O solo é constituido por cerca de 25 de ar, 25 de agua, 45% de minerais e 5%

de matéria organica, conforme ilustrado na Figura 4.2.



Figura 4.2 Representacdo da composicao do solo. Fonte: Adaptado de RESENDE et al. (1996).

De acordo com LUCHESE et al. (2001), a parte solida do solo é formada por
minerais provenientes da decomposicdo da rocha maéae, matéria organica, e
organismos vivos. A parte liquida do solo encontra-se nos espacos vazios da fase
sélida, denominados poros do solo. Ela também pode ser chamada de solucdo do
solo, sendo constituida por dgua e ions dissolvidos, tais como H2PO4, SO4%, NOs',
Na*, K*, CI, Ca?*, H*, NHas*, entre outros, podendo preencher totalmente os poros do
solo, levando a sua saturacdo, ou parcialmente. A parte gasosa, ou ar do solo,
apresenta volume inversamente proporcional ao da parte liquida, de modo que
quando um solo apresenta a capacidade maxima de retencéo de agua, o teor de ar
desse solo tende a zero. Gases como CO2, O2, NHs e vapor de agua sdo 0s
constituintes normais da fase gasosa. Em condi¢gfes normais, o conteudo de CO2 no
solo é maior que o de O2, como resultado do metabolismo microbiano e da lenta
velocidade de difusdo de ambos os gases.

A organizacdo das particulas do solo e o espaco poroso formado entre elas
resultam em unidades basicas da estrutura do solo que recebem o nome de
agregados. Esses agregados podem apresentar tamanhos diferentes, de modo que
se acredita que, para uma boa estrutura, o solo deva apresentar agregados com
didametro entre 1 a 10 mm. Estes devem ser estaveis quando molhados e conter

grande quantidade de poros com mais de 75 pm de didametro para permanecerem



aerobios, embora devam apresentar, também, poros com diametro de até 30 um

para reter agua suficiente para os microrganismos (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).
A parte sélida do solo compreende a fragcdo mineral. Os minerais sao

divididos de acordo com o diametro. S&do chamados de areia, silte e argila, conforme

apresentado no Quadro 4.1.

Quadro 4.1 Composicao textural do solo. Fonte: IBGE (2007).

Fracao Diametro (mm)
Argila < 0,002
Silte 0,002 - < 0,05
Areia fina 0,05-<0,2
Areia grossa 0,2-<2

A fracdo argila apresenta grande capacidade para retencdo de compostos
poluentes, especialmente os compostos polares, ou seja, aqueles que apresentam
grupos funcionais reativos (carboxilas, hidroxilas, fenilas, aminas ou amidas),
sobretudo em decorréncia da elevada superficie especifica desses minerais. As
particulas de silte também apresentam forte interacdo entre si, 0 que confere a elas
menor permeabilidade e maior capacidade de retencdo de agua (CRA) do que a
fracdo areia. As particulas de areia, por apresentarem maior tamanho, tém superficie
especifica reduzida, realizando fracas interac6es de coeséo e adesao, o que confere
aos solos arenosos uma alta permeabilidade, alta porosidade, e uma menor
capacidade de retencdo de agua e, inclusive, compostos poluentes (OLIVEIRA E
REGITANO, 2009). Dependendo do teor de areia, silte e argila (Quadro 4.1), Os
solos podem ser classificados como: arenosos, siltosos, argilosos, areia-francos,
francos, francoargiloarenosos, francoargilosos, francoarenosos, argiloarenosos,
muito argilosos, argilossiltosos, francoargilossiltosos e francosiltosos (Figura 4.3)
(IBGE, 2007).
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Figura 4.3 Triangulo textural com as classes da fragdo terra fina. Fonte: IBGE (2007).

Os termos granulometria ou composicdo granulométrica somente devem ser
empregados quando se refere ao conjunto de todas as fragcBes ou particulas do
solo, desde as mais finas de natureza coloidal (argilas), até as mais grosseiras
(calhaus e cascalhos). Quando a caracterizagéo fisica do solo analisa somente a
composicdo granulométrica da terra fina do solo (fragdo menor que 2 mm de
didametro), o termo empregado deve se textura (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).

No Brasil, o teor de silte nos solos geralmente ndo é elevado, exceto para a
maioria dos Cambissolos. Os teores de areia fina, quando sdo muito maiores do que
os de areia grossa, contribuem para o aumento da disponibilidade de agua. A
maioria dos solos no territério nacional, denominados de Latossolos, apresentam
elevados teores de argila, sdo ricos em o6xidos de Fe e Al e reconhecidamente
fixadores de fosforo (EMBRAPA, 2013).

A fracdo solida que corresponde a fracdo organica do solo € chamada de

matéria organica do solo (MOS). Ela é constituida basicamente por C, H, O, N, S e
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P, sendo que o C compreende cerca de 58% da MOS, e por isso o teor de C
organico (Co) do solo esta diretamente relacionado ao teor de MOS, ou seja,
quanto maior o teor de C, maior o contetdo de MOS, e o H representa 6%, O 33%,
e N, S e P contribuem com cerca de 3% cada (SILVA E MENDONCA, 2007).

O solo como recurso natural basico € um componente fundamental para os
ecossistemas e ciclos naturais, tendo como fungbes o armazenamento de agua,
fornecimento de suporte a atividade agricola e espacgo para as atividades humanas.
No entanto, a integridade deste recurso algumas vezes € comprometida pelas
atividades humanas inerentes ao desenvolvimento socioeconémico (COLEMAN et
al., 2018). Por exemplo, as atividades industriais, particularmente as relacionadas a
exploracdo, processamento e transporte de petréleo, sédo frequentemente apontadas
como potencialmente nocivas aos seres humanos e ao meio ambiente por
acarretarem a contaminacdo do solo e muitas vezes atingirem lencois freaticos
tornando a agua impropria para o consumo (ATLAS E HAZEN, 2011).

A contaminacdo do solo pode ser definida como a presenca de produtos
quimicos téxicos em concentracdes altas o suficiente para trazerem risco a saude
humana e o ecossistema circundante. Além disso, mesmo quando as concentracdes
de contaminantes nos solos ndo sdo muito altas em relacdo ao que € recomendado
pela legislacdo local vigente, leva-se em conta o aumento nas concentracfes de
contaminantes (LUKIC et al., 2017).

Quando o solo sofre uma contaminagdo, o0 destino da substancia
contaminante é funcdo das caracteristicas do solo, tais como mineralogia da fracao
argila, matéria organica, agregacdo, e biodiversidade, aliadas a parametros
ambientais, tais como, temperatura, umidade, e aeragdo (MOREIRA E SIQUEIRA,
2006).

As propriedades fisicas (ex.: textura, permeabilidade, capacidade de absorver
agua, densidade) e quimicas (ex.: presenca e conteudo de matéria organica, de
macronutrientes e de micronutrientes, carga ionica e salinidade) de um solo afetam
diretamente a diversidade e atividade dos microrganismos nele presentes, ditos
autoctones (COLEMAN et al., 2018). A composi¢do granulométrica do solo interfere
diretamente na capacidade de retengdo dos contaminantes presentes no solo e,
portanto, na degradacdo dos mesmos pelos microrganismos, pois dificulta ou até

mesmo pode impedir o acesso dos microrganismos aos contaminantes. Em estudos
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de biorremediacéo a caracterizacao fisica do solo € fundamental e frequentemente
realizada (OLIVEIRA E REGITANO, 2009).

Entre os componentes do solo capazes de influenciar os processos de
retencdo e transformacao de moléculas organicas contaminantes, a fracdo organica
do solo ocupa o papel mais importante. Esta fracdo serve como fonte de energia e
nutrientes, favorecendo a atividade de microrganismos capazes de realizar a
biodegradacéo, atua como fonte de sitios ativos para o processo de retencédo dessas
substéancias, e serve como estabilizadora de agregados, que ajudam a diminuir a
porosidade do solo e, portanto, a reter os contaminantes. Estes beneficios podem
ser especialmente observados quando a fragdo organica é maior que 20 g kg™ e os
solos apresentam uma boa disponibilidade de agua (OLIVEIRA E REGITANO,
2009).

A fracdo organica do solo, apesar de ser continuamente alterada, contribui
muito para a degradacdo de compostos poluentes como os hidrocarbonetos do
petréleo (HTP) pelos microrganismos e pode desempenhar um papel importante na
sorgéo de contaminantes do solo (OLIVEIRA, 2008).

A contaminacdo do solo é um dos principais problemas ambientais. Apesar
disso, por muito tempo, ndo foi dada a devida atencéo ao descarte de lixo, produtos
guimicos e residuos industriais. Como resultado tem-se diversas e extensas areas
invidveis a prética da agricultura ou construcdo de moradias. Por isso, atualmente,
busca-se formas de recuperar estas areas, visando principalmente a implementacao

de técnicas eficazes e de custo acessivel de acordo com o que se deseja.

4.2 Petrdleo: definicdo, utilizacdo e atividades potencialmente poluidoras e
residuos gerados pelaindustria do petroleo

O petréleo € um recurso natural de origem biogénica, constituido por uma
mistura complexa de varios compostos. Ele apresenta como fracdo majoritaria os
hidrocarbonetos, que sdo compostos formados por atomos de carbono (C) e
hidrogénio (H), e podem ser classificados como alifaticos e aromaticos (ROBERTS,
1998; THOMAS, 2004). Até hoje o petréleo é considerado uma matéria prima
essencial a vida moderna, servindo como componente basico para muitos produtos,
dentre os quais: gasolina, combustivel de aviacdo, gas de cozinha, lubrificantes,

borrachas, plasticos, tecidos sintéticos, tintas e até mesmo energia elétrica,
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destacando-se na matriz energética mundial e brasileira, conforme pode ser visto na

Figura 4.4.

MUNDIAL BRASILEIRA
Hidraulica Outros Outras ndo  Outras renovaveis _Carvdo
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Figura 4.4 Petréleo na matriz energética mundial e brasileira. Fonte: Adaptado da EPE (2016).

Apesar da grande importancia do petréleo para a populagdo mundial, desde a
sua exploracdo até a comercializacdo de seus derivados, ocorrem alguns impactos
ambientais (LIM et al., 2016). Estes impactos negativos, aliados a disposicéo
inadequada de residuos, fez com que o crescimento das atividades industriais no
Brasil e no mundo fosse acompanhado pelo aumento dos problemas ambientais, ja
que a natureza hidrofébica dos hidrocarbonetos de petréleo os torna recalcitrantes e
persistentes no ecossistema, e isso, ao longo do tempo, resulta no surgimento de
areas contaminadas e degradadas (ROY et al., 2014).

Com os frequentes desastres ambientais gerados pela disposicéo inadequada
de residuos, especialmente os provenientes da industria do petréleo, e em virtude do
desconhecimento acerca dos males causados por eles a saude humana e ao meio
ambiente, atualmente vem sendo dado um grande enfoque na luta pela protecdo a
um meio ambiente ecologicamente equilibrado, conforme inclusive preleciona a
constituicdo, de maneira que o tratamento desses residuos acarrete no menor custo

possivel.
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De acordo com o Ministério do Meio Ambiente (2014), a geracéo de residuos
provenientes das industrias € um assunto que vem sendo discutido ha algumas
décadas nas esferas nacionais e internacionais. Assim, a complexidade das atuais
demandas ambientais, sociais e econémicas induz a um novo posicionamento da
sociedade civil e da iniciativa privada, de modo que a aprovacédo da Politica Nacional
de Residuos Sélidos (PNRS), apos vinte e um anos de discussfes no Congresso
Nacional, tenha marcado o inicio de uma forte articulacdo institucional envolvendo
Unido, Estados e Municipios, o setor produtivo e a sociedade em geral, na busca de
solucdes para os problemas na gestdo dos residuos solidos que comprometem a
gualidade de vida dos brasileiros.

Os residuos gerados pelas industrias do petréleo merecem destaque entre 0s
residuos industriais perigosos. O petroleo cru € a principal matéria prima das
refinarias. Por ser uma mistura complexa de compostos organicos, com
predominancia de hidrocarbonetos e fragbes menos representativas de enxofre,
nitrogénio, oxigénio, célcio e elementos como vanadio, niquel, sédio, cobre e uranio,
0 petroleo permite inimeras sinteses. O méaximo aproveitamento do potencial
energético do petréleo € obtido quando os hidrocarbonetos que o compdem sao
separados mediante um processo de beneficiamento conhecido como refino
(GURGEL et al., 2009).

As refinarias de petréleo utilizam e geram uma grande quantidade de
compostos quimicos, muitos dos quais deixam as unidades de processamento sob a
forma de emissdes atmosféricas, efluentes liquidos ou residuos sdlidos. Elas
respondem pela maior parte dos residuos gerados, entre 0S quais merecem
destaque os produtos acumulados no fundo dos tanques de Gleo cru, lodos oleosos,
lodos das torres de resfriamento, catalisadores gastos, residuos das torres de troca
de calor, finos de coque e aguas residuarias (RIZZO et al., 2006).

Tanto as operacOes realizadas a montante e a jusante do processo de
producdo do petrdleo podem gerar uma grande quantidade de residuos oleosos. O
petréleo bruto, antes de ser refinado, fica temporariamente alojado em tanques de
armazenamento. Os sedimentos que ficam no fundo dos tanques de
armazenamentos representam a borra oleosa do petroleo. Esse residuo oleoso é

composto basicamente de hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos, agua e solidos,
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em propor¢cdes variadas, e uma pequena quantidade de metais pesados
(FRANCISCO E FRANGCA, 2007).

A quantidade de borra gerada pelo processo de refino do petroleo depende
de varios fatores, por exemplo: propriedades do O6leo bruto (densidade e
viscosidade, entre outros parametros), esquema de processamento da refinaria,
armazenamento de 6leo, e mais importante, a capacidade de refino (HU et al.,
2013). Partindo do principio de que o petréleo apresenta cerca de trés percentuais
de geracdo de borras oleosas geradas com base nas cargas de petrdleo
processadas: 0,1% (baixa geracdo de borras oleosas-petroleos leves), 0,5%
(geracao intermediéaria) e 1,5% (alta geracao - petroleos pesados) (SILVA, 2013), e
considerando a capacidade de refino apresentada pela Agéncia Nacional de
Petréleo e Gas (ANP), em 2017, foi possivel estimar a geracédo de borras oleosas
para as refinarias brasileiras (Quadro 4.2), embora ainda se espere que a
guantidade total de lodo oleoso aumente, uma vez que a demanda por produtos

petroliferos refinados em todo o mundo é crescente.

Quadro 4.2 Geragdo de borra oleosa nas refinarias brasileiras. Fonte: Anudrio estatistico da ANP
(2017).

Carga Borras oleosas em relacéo ao percentual
Refinarias processada de carga processada (m?/ dia)
(barril/ dia) 0,1% 0,5% 1,5%
Manguinhos (RJ) 1.028 1,0 5,1 15,4
Lubnor (CE) 8.823 8,8 44,1 132,3
Recap (SP) 52.605 52,6 263,0 789,1
Reduc (RJ) 114.548 1145 572,7 1.718,2
Refap (RS) 127.609 127,6 638,0 1.914,1
Regap (MG) 148.396 188,4 741,9 2.225,9
Reman (AM) 30.690 30,7 153,5 460,4
Repar (PR) 152.314 152,3 761,6 2.284,7
Replan (SP) 306.742 306,7 1.533,7 4.601,1
Revap (SP) 197.845 197,8 989,2 2.967,7
Rlam (BA) 217.207 217,2 1.086,0 3.258,1
RPBC (SP) 135.915 135,9 679,6 2.038,7
RPCC (RN) 33.384 33,4 166,9 500,8
Rnest (PE) 73.056 73,0 365,3 1.095,8
Dax Oil (BA) 655 0,655 3,3 9,8
TOTAL 1.601 1.578 8.004 24.012
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4.3 Meio ambiente, solo, e a legislacéo

Entende-se por areas contaminadas, locais que contenham quantidades ou
concentracdes de quaisquer substancias ou residuos em condicbes que causem ou
possam causar danos a saude humana, ao meio ambiente ou a outro bem a
proteger, que nelas tenham sido depositados, acumulados, armazenados,
enterrados ou infiltrados de forma planejada, acidental ou até mesmo natural
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014). No solo, os contaminantes podem
concentrar-se em diferentes compartimentos, como por exemplo, nos sedimentos,
nas rochas, nos materiais utilizados para aterrar 0s terrenos, nas aguas
subterraneas, ou, de uma forma geral, nas zonas saturada e insaturada do solo
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014).

De acordo com a Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos EUA (EPA), 16 HPAs
sdo considerados prioritarios para monitoramento ambiental em funcdo de sua

carcinogenicidade e ocorréncia (Quadro 4.3).

Quadro 4.3 Lista de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) que representam risco a saude
humana e ambiental. Fonte: EPA (2008).

Hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos

Antraceno
Benzo[a]antraceno
Benzo[a]pireno
Benzo[b]fluoranteno
Benzo[e]pireno
Benzolg,h,i]perileno
Benzo[K]fluoranteno
Coroneno
Criseno
Dibenzo[a,h]antraceno
Fenatreno
Fluoranteno
Fluoreno
Indenol[1,2,3-c,d] pireno
Metilfenantrenos + Metilantracenos
Pireno

A contaminacdo de solos por hidrocarbonetos ndo € uma novidade. Ha
registros desse tipo de poluicdo desde 1754 (SANTOS et al.,, 2002). A alta

variabilidade no total de locais potencialmente contaminados depende dos critérios
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adotados por cada pais para definir a contaminacdo do local. Por exemplo, em
alguns paises, areas potencialmente contaminadas incluem aquelas onde nenhuma
evidéncia de contaminagdo foi encontrada, mas atividades potencialmente
poluidoras sdo conduzidas. Alguns paises consideram locais contaminados quando
a contaminacdo € determinada através de analises, enquanto outros paises sO
consideram areas contaminadas de grande impacto nacional (LUKIC et al., 2017).
No Brasil, o0 Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2014) dispde
sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a presenca de
substancias quimicas e estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de
areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de atividades antrépicas
na resolucao n° 420, de 28 de dezembro de 2009 e, atualmente, esses valores sao
adotados pelo Ministério do Meio Ambiente para todos os Estados da federacdo. A
resolucdo dispde sobre os valores de referéncia de qualidade (VRQ) para
substancias quimicas no solo e em aguas subterrGneas que representam risco a
salude humana e ao meio ambiente (Quadros 4.4). No Quadro 4.5 estdo
apresentados os valores de orientacdo de qualidade do solo considerando-se um
teor de argila de 25% e de matéria organica de 10% de acordo com a Lista
Holandesa apresentada pela CETESB (2014). O valor de prevencéo € referente a
concentracdo de determinada substancia, acima da qual podem ocorrer alteracdes
prejudiciais a qualidade do solo e da 4gua subterranea, e o valor de Intervencéo € a
concentracdo de determinada substancia acima da qual existem riscos potenciais,

diretos ou indiretos, a salude humana.
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Quadro 4.4 Valores de referéncia orientadores de qualidade para alguns contaminantes de solos e
aguas subterraneas. Fonte: CONAMA (2009).

Agua
Solo (mg.kg de peso seco) subterrénea
Substéncias CAS n° i (o L)
Ref. de Pre. Investigagdo |
qualidade | vencao Agricola Resi- Indus- |Investigagéo
APMax | dencial trial

Inorgéanicos
Aluminio 7429-90-5 E* - - - - 3.500
Antimonio 7440-36-0 E 2 5 10 25 5
Arsénio 7440-38-2 E 15 35 55 150 10
Bario 7440-39-3 E 150 300 500 750 700
Boro 7440-42-8 E - - - - 500
Cadmio 7440-48-4 E 1,3 3 8 20 5
Chumbo 7440-43-9 E 72 180 300 900 10
Cobalto 7439-92-1 E 25 35 65 90 70
Cobre 7440-50-8 E 60 200 400 600 2.000
Cromo 7440-47-3 E 75 150 300 400 50
Ferro 7439-89-6 E - - - - 2.450
Manganés 7439-96-5 E - - - - 400
Mercario 7439-97-6 E 0,5 12 36 70 1
Molibdénio 7439-98-7 E 30 50 100 120 70
Niquel 7440-02-0 E 30 70 100 130 20
Nitrato (como N) | 797-55-08 E - - - - 10.000
Prata 7440-62-2 E 2 25 50 100 50
Selénio 7782-49-2 E 5 - - - -
Vanadio 7440-62-2 E - - - 1.000 -
Zinco 7440-66-6 E 300 450 1.000 2.000 1.050
Hidrocarbonetos aromaticos volateis
Benzeno 71-43-2 na** 0,03 0,06 0,08 0,15 5
Estireno 100-42-5 na 0,2 15 35 80 20
Etilbenzeno 100-41-4 na 6,2 35 40 95 300
Tolueno 108-88-3 na 0,14 30 30 75 700
Xilenos 1330-20-7 na 0,13 25 30 70 500




Continuacao.
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Agua
Solo (mg. Kg! de peso seco) subterranea
(Hg.L?)
Substéancias CAS n° E—
Investigagéo
Ref.de | Preven .
i . Agricola Resi- Indus- | Investigacdo
qualidade | -G&o ) .
APMax dencial trial
Hidrocarbonetos arométicos voléateis
Benzeno 71-43-2 na** 0,03 0,06 0,08 0,15 5
Estireno 100-42-5 na 0,2 15 35 80 20
Etilbenzeno 100-41-4 na 6,2 35 40 95 300
Tolueno 108-88-3 na 0,14 30 30 75 700
Xilenos 1330-20-7 na 0,13 25 30 70 500
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
Antraceno 07/12/20 na 0,039 - - - -
Benzo(a)antraceno 56-55-3 na 0,025 9 20 65 1,75
Benzo(k)fluoranteno | 207-06-9 na 0,38 - - - -
Benzo(g,h,i)perileno | 191-24-2 na 0,57 - - - -
Benzo(a)pireno 50-32-8 na 0,052 0,4 15 3,5 0,7
Criseno 218-01-9 na 8,1 - - - -
Dibenzo(a,h) na 0,08 0,15 0,6 1,3 0,18
53-70-3
antraceno
Fenantreno 85-01-8 na 3,3 15 40 95 140
Indeno(1,2,3- na 0,031 2 25 130 0,17
) 193-39-5

c¢,d)pireno
Naftaleno 91-20-3 na 0,12 30 60 90 140

* E - a ser definido pelo Estado; ** na - ndo se aplica para substancias organicas.
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Quadro 4.5 Lista holandesa (2000) com valores de referéncia orientadores de qualidade para alguns
contaminantes em solos. Fonte: CETESB (2014).

Parametro Concentracao em peso seco (mg.kg™”)
S T ]
Inorganicos
Arsénio 290 420 55.0
Bario 200,0 4130 625,0
Cadmio 08 6,4 12,0
Cromo 100 240 380
Cobalto 20 130 240
Cobre 36 113 190
Mercurio 03 52 10,0
Chumbo 85 308 530
Molibidénio 10 105 200
Niquel 35 123 210
Zinco 140 430 T20
Compostos inorganicos
Cianetos (livre) 1 1 20
Cianetos-complexados (pH<5) 5 328 650
Cianetos-complexados (pH= ou =5) 5 28 50
Tiocianetos (soma) - 10 20
Compostos aromaticos
Benzeno 0,05 0,53 1,00
Tolueno 0,05 65,0 130,0
Etilbenzeno 0,05 250 50,0
Xileno (soma) 0,05 125 25,0
Fenol 0,05 20,0 40,0
Creosol - 25 5.0
Catenol - 10,0 20,0
Resorcinol - 50 10,0
Hidroquinona - 50 10,0
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos
Naftaleno - - -
Fenantreno - - -
Antraceno - - -
Fluoranteno - - -
Benzo(a)antraceno - - -
Criseno - - -
Benzo(k ffluoranteno - - .
Benzo(a)pireno - - .
Benzo(ghi)perilene - - -
Indenol(1,2, 3cd)pireno - - -
PAH (soma 10) * 1.0 20,5 40,0

Valores Considerando-se um teor de argila de 25,0% e de matéria organica de 10,0%. S- Valores de
referéncia, T- Valores de alerta, |- Valores de intervencao.

Solos contaminados por petréleo e seus derivados apresentam compostos de
grande interesse ambiental e toxicoldogico. Dentre os compostos de maior risco
ambiental estdo os hidrocarbonetos aromaticos, substancias lipofilicas que
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apresentam uma grande persisténcia no ambiente, distribuindo-se nos ambientes em
diferentes proporcbes, dependendo das propriedades fisico-quimicas dos
constituintes e do ambiente (VIANA et al., 2007). Além disso, por serem substancias
lipofilicas, s@o extremamente danosos aos seres humanos, sendo rapidamente
dissolvidos e transportados por lipoproteinas da membrana celular (FRANCO et al.,
2008). Estudos realizados em 2011 na Inglaterra, estimaram que cerca de 54.000
toneladas destas substancias contaminaram até aquela data o territério do Reino
Unido (FONSECA et al., 2011).

Os hidrocarbonetos monoaromaticos, conhecidos como BTEX, constituem um
grande problema, por serem téxicos ao meio ambiente e ao ser humano, atuando
como depressores do sistema nervoso central. Estes compostos apresentam
elevada toxicidade crbnica, mesmo em concentragbes da ordem de upg L*
(ANDRADE et al., 2010).

Além dos BTEX, também merecem grande atencdo os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HPAs), que sdo compostos quimicos constituidos por dois
ou mais anéis aromaticos (JACQUES et al.,, 2007). Sdo poluentes organicos
persistentes e recalcitrantes no solo que apresentam propriedades pré-
carcinogénicas e/ ou mutagénicas para humanos e animais (ANASTASI et al., 2008;
FRANCO et al., 2008).

4.4 Biorremediacao de solos contaminados por residuos do petréleo

O reconhecimento dos riscos que os residuos de petroleo podem trazer para
0 meio ambiente e & saude dos seres humanos levou ao desenvolvimento de varias
tecnologias para a remediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos
(ROBERTS, 1998). Em funcdo da complexidade da mistura de compostos que
compde o petrdleo, o tratamento de areas contaminadas por HC é bastante dificil e
problematico. Nas refinarias tém sido adotados diversos sistemas de tratamento com
base em processos fisicos (lavagem, extragcdo a vapor), quimicos (extracdo por
solvente, processos oxidativos avancados - POAs, desalogenacdo quimica,
correcbes superficiais), térmicos (dessorcdo térmica, incineracdo) e bioldgicos
(landfarming, biopilhas e biorreatores), entre outros (SEMPLE et al., 2001). O
Quadro 4.6 apresenta alguns tratamentos de remediacdo de solo contaminado com

petréleo e seus derivados dividindo-os em sete categorias.
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Devido aos custos proibitivos de algumas tecnologias utilizadas para a
remediacdo de solos contaminados por petréleo e seus derivados, as atencdes
foram desviadas para o0 desenvolvimento de tecnologias alternativas/
complementares tal como a biorremediacdo, que utiliza plantas e/ ou
microrganismos para remediacdo de solos e aguas poluidas, e € uma tecnologia
ambientalmente aceitavel (EAPEN et al., 2005). A biorremediacdo € uma técnica que
apresenta grande eficiéncia na destruicdo de poluentes organicos no solo, podendo
inclusive promover a eliminagdo completa destes, sem gerar nenhum fluxo de
residuos secundarios no solo (KOMIYAMA et al., 2003).

Quadro 4.6 Tecnologias de remediacdo para descontaminacgéo de solos. Fonte: Adaptado de LUKIC
et al. (2017).

Tratamento de
remediacdo do solo
Biorremediagao A atividade microbiana mineraliza completamente ou transforma
0S contaminantes em compostos menos toxicos, de forma
ambientalmente aceitavel.

Principais caracteristicas

Fitorremediacdo Plantas s&o utilizadas para extrair e desintoxicar contaminantes
ambientais.
Quimico Reac6es quimicas destroem, convertem ou neutralizam

contaminantes. Contaminantes organicos mais recalcitrantes
podem ser mais facilmente destruidos
ou convertidos em substancias menos prejudiciais.

Térmico O calor é empregado para destruir contaminantes
através da incineracao, gaseificacédo e
pirdlise.
Fisico O solo contaminado é removido para um aterro ou
contido no local contaminado.
Solidificagcao/ A solidificacdo esta relacionada ao encapsulamento dos
vitrificagé@o contaminantes dentro de um sélido monolitico

de alta integridade estrutural, com ou sem
fixacdo quimica associada. Isso é chamado
'estabilizacdo’. A vitrificacao é baseada no uso
de altas temperaturas para fundir o material contaminado.
Integracéo de Multiplos métodos podem ser aplicados
técnicas visando a degradacéo de contaminantes caso um Unico
método seja ineficaz.
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Mesmo que 0s custos com monitoramento e praticas agricolas sejam
necessarios a implantacdo de um projeto de biorremediacéo, e que as vezes haja a
necessidade da adocdo de estratégias de manejo que possam auxiliar o processo,
comparada a outras tecnologias de remediacdo de solos utlizadas, a
biorremediacéo € capaz de promover grandes beneficios para o tratamento de areas
contaminadas por petroleo e seus derivados, apresentando geralmente um custo
menor (Quadro 4.7), embora estes custos apresentem uma ampla faixa de valores

em funcao dos custos com transporte conforme apresentado no Quadro 4.7.

Quadro 4.7 Custos de alguns tratamentos utilizados para remediacao de solos contaminados. Fonte:
Adaptado de LUKIC et al. (2017).

Tratamento Custo (£/ ton solo)
Biolégico 5-170
Quimico 12 - 600
Térmico 30 - 750
Fisico 20-170
Solidificagdo / vitrificacdo 17-170

Antes de iniciar um projeto de biorremediacédo, a natureza e a extensao das
substancias quimicas no solo devem ser avaliadas considerando os valores de
referéncia de qualidade para os contaminantes no pais onde serd realizado o
tratamento, a necessidade de remediacdo da area contaminada, e as opcdes de
tratamento disponiveis (EPA, 2005). Outro fator importante € o reconhecimento de
que solos afetados por produtos quimicos podem conter substancias para o qual o
tratamento de biorremediacdo pode ndo ser adequado. Esse importante fator deve
ser avaliado em conjunto com os custos demandados pelas diversas tecnologias de
tratamento disponiveis atualmente, para a determinagéo da viabilidade do processo
de biorremediacao, atentando sempre para a protecédo da saude humana e do meio
ambiente, e adotando-se medidas de controle, minimizacdo e monitoracdo das

emissdes ou descargas do processo de biorremediacéo (EPA, 2005).

4.4.1 Biorremediacao assistida por microrganismos
Os microrganismos apresentam grande potencial para serem utilizados em

estudos para melhorar a qualidade do solo. Eles apresentam caracteristicas
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preciosas, tais como: alta sensibilidade a perturbacfes antropogénicas; correlacdes
com diversas fun¢des benéficas do solo, incluindo armazenamento e disponibilidade
de agua; decomposicdo de residuos orgéanicos; transformagcdo e ciclagem de
nutrientes; controle de fitopatdbgenos; papel direto em muitos processos do
ecossistema, incluindo conversdo de nutrientes em formas disponiveis as plantas,
supressdo de organismos nocivos, formacdo da estrutura do solo, infiltracdo de
agua, e apresentam uma relativa facilidade em relacdo ao monitoramento do
processo, e refletem em um menor custo ao tratamento de biorremediacdo quando
comparado a outras tecnologias de tratamento n&o biologicos (SILVEIRA E
FREITAS, 2007).

O uso de parametros microbiol6gicos como indicadores da poluigcdo do solo
vem sendo recomendado em virtude deles apresentarem maior sensibilidade em
detectar alteracdes de origem natural e antropogénica do solo (MARTINES et al.,
2006). Quando os microrganismos sao utilizados para promover e/ ou avaliar a
biorremediacdo de solos contaminados por petrdleo e/ ou seus derivados, esses
organismos utilizam a habilidade de biotranformacdo que possuem para remover,
degradar ou tornar in6bcuos 0s contaminantes organicos (DAMS et al., 2007). Esses
microrganismos degradadores de O6leo sdo chamados de microrganismos
hidrocarbonoclasticos, e sdo caracterizados assim por utilizarem hidrocarbonetos
como fontes de carbono e energia.

A atividade metabdlica dos microrganismos degradadores de hidrocarbonetos
pode fazer com que reacfes de biodegradacdo de hidrocarbonetos do petréleo
resultem na mineralizacéo e destoxificacdo dessas substancias. A mineralizacao é a
completa conversao dos hidrocarbonetos em compostos inorganicos inertes, como
diéxido de carbono e agua, enquanto a destoxificacdo € a transformacdo dos
hidrocarbonetos em produtos intermediarios, menos toxicos ou ndo toxicos
(SUTHERSAN, 1996).

Para que um microrganismo utilize estes compostos como fonte de C e
energia para O Seu crescimento, € necessario que possuam enzimas que
transformem as complexas moléculas de HAPs em intermediarios comuns das suas
rotas catabdlicas. Varias vias metabolicas de degradacdo dos HAPs ja foram

identificadas em diferentes microrganismos, porém as mais estudadas sdo as do
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metabolismo aerdbico realizado pelas bactérias, fungos ligninoliticos e fungos néo-
ligninoliticos (JACQUES et al., 2007).

Dentre os microrganismos com habilidade para degradar hidrocarbonetos, as
bactérias constituem os mais frequentemente pesquisados, dentre as quais se
destacam as pertencentes aos géneros Pseudomonas e Bacillus (ZHANG et al.,
2011), embora outros géneros de bactérias sejam importantes para o processo de
biorremediacdo, como por exemplo, os géneros Achromobacter, Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthobacter, Flavobacterium e Nocardia (LEAHY E COLWELL, 1990).

A atuacdo dos fungos na biodegradacdo de compostos poluentes também
tem sido bastante avaliada, principalmente devido a notavel eficiéncia dos mesmos
em degradar fragcdes de hidrocarbonetos saturados e arométicos (CLEMENTE et al.,
2015). Apesar dos fungos da podriddo-branca serem o0s mais conhecidos pela
capacidade que possuem de transformar compostos organicos, diversos géneros de
fungos possuem a capacidade de degradar hidrocarbonetos, como os dos géneros
Arpergillus e Penicillium (LIMA et al., 2011).

Dentre os fungos filamentosos, alguns sédo degradadores de lignina, como
Phanaerochaete chrysosporium, e outros ndao, como Cunninghamella elegans
(BOUCHEZ et al., 1995). Ambos sdo muito eficientes na biodegradacdo de
hidrocarbonetos por possuirem crescimento micelial, o que possibilita a alguns deles
uma boa colonizagdo de substratos, digerindo-os através das enzimas
extracelulares, e facilitando, consequentemente, a degradacdo posterior por
bactérias.

Em certos casos, mesmo que a populacdo de fungos ndo aumente, eles
podem iniciar o processo de degradacdo, quebrando, ou modificando
hidrocarbonetos complexos e, nesse caso, algum grau de conversao parcial pode
estar ocorrendo na presenca de um substrato alternativo atuando como uma fonte
de carbono e energia (LIMA et al., 2011).

A abundancia dos microrganismos em conjunto com a grande capacidade de
transferéncia de genes e as altas taxas de crescimento que eles apresentam,
permite-lhes evoluir de forma rapida e adaptarem-se a mudancas nas condi¢cbes
ambientais, com melhoria do habitat, processo chamado de atenuac¢&o natural (GAN
et al., 2009). Apesar disso, a degradacédo dos HPAs no solo, em alguns casos, pode

ser limitada pela incapacidade dos microrganismos autoctones em metabolizar
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eficientemente esses compostos, pela falta de nutrientes disponiveis no solo ou pela
baixa populacdo microbiana (JACQUES et al., 2007).

O processo de biorremediagdo de solos contaminados pode ser acelerado
pelas técnicas de bioaumento e/ ou de bioestimulo. No bioaumento, séo adicionados
ao solo microrganismos aloctones e/ ou autdctones, capazes de degradar
rapidamente os contaminantes especificos, sendo particularmente importante
quando o solo recebe um composto xenobi6tico e ndo ha populagdes microbianas
capazes de degradar eficientemente este composto (LUKIC et al., 2017). J& o
bioestimulo refere-se a técnicas de aeracdo, umidificacdo, controle do pH e adicéo
de nutrientes ao solo, e a otimizacdo das condicbes ambientais, visando o

desenvolvimento de populagdes nativas de microrganismos (LIMA et al., 2011).

4.4.2 Fatores que influenciam a atuacdo dos microrganismos no processo de
biorremediacéo

As condi¢bes ambientais atuam de forma muito importante no processo de
biorremediacéo. Isso porque a atividade da populacdo microbiana é diretamente
influenciada pelos fatores ambientais, que sao de dificil controle. Portanto, para que
essa técnica possa ser eficaz, antes da implantacdo da mesma, é importante levar
isso em consideracdo, principalmente durante as etapas de elaboracdo do projeto.
Entre os fatores ambientais importantes para o sucesso da biorremediacao estéo o
teor de umidade, temperatura, pH, substrato, nutrientes e oxigénio (LEAHY E
COLWELL, 1990; MOREIRA E SIQUEIRA, 2006; RIZZO et al., 2006; JACQUES et
al., 2007; JACQUES et al., 2010; SHAHSAVARI et al., 2013; LUKIC et al., 2017).

e Teor de umidade

Todos os microrganismos do solo podem ser considerados aquaticos, pois
necessitam de agua para a absor¢cdo de nutrientes e integridade da superficie
celular. A agua também € importante para o0 movimento dos microrganismos
unicelulares, uma vez que sao restritos aos filmes de agua, enquanto os fungos
filamentosos e actinobacterias podem atravessar os vazios insaturados atraves do
crescimento de filamentos. Substratos e produtos téxicos podem ficar mais
disponiveis aos microrganismos ao se movimentarem junto com a agua. Ciclos

secos e umidos, congelamento e aquecimento de solo, também ajudam a liberar
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substratos das superficies das argilas ou de células mortas, estimulando a atividade
metabdlica dos microrganismos do solos. Além disso, devido ao alto calor especifico
da &gua, solos Umidos estdo menos sujeitos a grandes variagbes diurnas de
temperatura, que o0s solos secos. O ideal é que durante o processo de
biorremediacdo de solos contaminados, o teor de umidade seja mantido acima de

20% para que taxas Otimas de degradacao sejam obtidas.

e Temperatura

O desejavel é que se trabalhe em uma faixa de temperatura de 10 a 45°C,
embora a cada aumento de 10°C, dentro dessa faixa de temperatura, a atividade
microbiana tenda a dobrar. As taxas de reacdes microbianas no solo sdo maiores a
temperatura em torno de 28°C, e sofrem decréscimos acentuados em temperaturas
menores que 25°C e maiores que 35°C, embora existam microrganismos adaptados
para viverem em ambientes muito frios ou muito quentes, como os psicroéfilos e
termdfilos, respectivamente. A temperatura ndo sO afeta as caracteristicas
fisiolégicas das células, como também as caracteristicas fisico-quimicas do
ambiente, como volume do solo, potencial de oxirreducdo, pressao, difusao,
movimentos, viscosidade, tensdo superficial, estrutura da agua, que por sua vez
influenciam o ambiente microbiano. Dessa forma, a temperatura também apresenta
profundo efeito sobre as caracteristicas fisicas, como solubilidade, sorcéo,
viscosidade e volatilizacdo dos contaminantes presentes no solo. Em temperaturas
baixas, hidrocarbonetos liquidos se transformam em parafinas sdélidas,
hidrocarbonetos solUveis precipitam e ocorre uma queda consideravel na suas
solubilidades. As alteracBes que ocorrem nas caracteristicas fisicas do solo em
funcdo da temperatura podem interferir significativamente na disponibilizagdo destes
contaminantes para 0s microrganismos responsaveis pela biodegradacéo, afetando

assim as taxas de degradacdo dos mesmos.

° pH
A maioria dos solos tém pH entre 4,0 e 8,5, embora o pH possa variar de
duas ou mais unidades em distancias menores que o didametro de uma célula. As
argilas, por serem carregadas negativamente, de modo geral, ttém camadas de ions

carregados positivamente atraidos a elas, o que ocorre também para os coloides
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organicos, e torna o pH das superficies muito menor que o da solucdo do solo. A
atividade microbiana é fortemente dependente do pH do meio. Geralmente, fungos
sdo mais adaptados a valores de pH menores que 5,0, e bactérias a valores de pH
entre 6 e 8. A flutuagcdo do pH do solo pode ocorrer em funcdo da atividade
metabdlica dos microrganismos, dependendo do tipo de substrato metabolizado,
sendo alcancados boas taxas de biodegradacdo com pH entre 6 e 8 . AdicGes de
carboidratos ao solo, por exemplo, geralmente diminuem o pH do solo pela producao
de metabdlitos acidos e de CO2. A solubilidade e a sor¢do de algumas substancias
no solo também podem variar em funcéo do pH. A disponibilidade e toxicidade de
nutrientes minerais como Fe, Mn e Zn sdo menores em valores de pH acima de 7,0,

e de Fe, Al e Mn atingem niveis toxicos em valores de pH menores que 5,0.

e Substrato

Diversos tipos de substratos organicos estdao presentes no solo. Contudo, a
taxa de degradacdo dos mesmos pelos microrganismos dependera do tipo, se estdo
acessiveis espacialmente para as células ou enzimas, e das condi¢des fisico-
guimicas do micro-habitat. Uma informacéo importante, € que nem toda substancia
organica é passivel de degradacdo pela microbiota do solo. As substancias nao
degradaveis ou que demoram a ser degradadas, como alguns hidrocarbonetos
presentes em solos contaminados por residuos provenientes da industria do
petréleo, sdo denominado recalcitrantes.

Em solos onde existe plantio, a maior atividade bioldgica situa-se, de modo
geral, na camada de 0 a 20 cm de profundidade, pois € onde ocorre a maior
acumulacéo da matéria organica do solo pela deposicdo de material vegetal da parte
aérea da planta e situa-se grande parte das raizes. Solos sem coberturas vegetais
sdao de modo geral, um deserto nutricional. Por isso, para esses solos, a
incorporagcdo de matéria organica e nutrientes favorece o aumento dos
microrganismos heterotréficos, entre os quais alguns degradadores de Oleo, apesar

de & medida que o substrato é consumido ocorre declinio da populacao.

e Nutrientes
Para sobreviver, os microrganismos, de uma forma geral, necessitam de

fontes de nutrientes e de um aceptor final de elétrons. C, O, N e H séo os



29

constituintes principais das moléculas organicas. Outros nutrientes, como P, K, Ca,
Mg, S, Fe, Zn, Mn, Cu, Mo, Co, Na, Cr, Ni, Se, e V sao constituintes de diversas
moléculas e/ ou sdo importantes nas diferentes rea¢cdes metabdlicas. Os processos
celulares também podem ficar limitados pela indisponibilidade dos nutrientes
inorganicos. A mineralizacdo, por exemplo, € dependente das relacdes C/N, C/P, e
C/K. Desse modo, assim como ocorre com a adicdo de materiais organicos, a
aplicacao de nutrientes minerais resulta em uma resposta pronunciada da popula¢éo
de microrganismos envolvidos na biodegradacdo de contaminantes presentes no

solo.

e Oxigénio

O oxigénio é utilizado pelos microrganismos ndo s6 como aceptor final de
elétrons na respiracdo aerGbia, mas também como substrato nas reacles
biodegradativas catalisadas pela enzima oxigenase. Condi¢cdes aerObias séo
necessarias para que ocorra a biodegradacdo relativamente répida de
hidrocarbonetos do petréleo, uma vez que a degradacdo anaerObia destes
compostos € bem mais lenta. A aeracao do sistema solo/ contaminante é essencial
ao processo de biodegradacdo aerébia. Frequentemente, a agitacdo mecanica, é
utilizada em algumas técnicas de biorremediacdo para melhorar a aeracao do solo, o
gue também ajuda na dispersdo dos microrganismos para que tenham acesso aos
contaminantes e nutrientes do solo. Mudancas de metabolismo aerdbio para
anaerébio ocorrem em concentragcfdes de Oz abaixo de 1%, em solos ndo inundados.
Apesar de o metabolismo aerébio ser mais eficiente que o anaerdbio, a fermentacao
resulta na producédo de uma variedade de produtos finais que servem como fonte de
substrato e energia para diversos microrganismos, contribuindo para o aumento da

diversidade de espécies.

4.4.3 Biologia molecular

A microbiologia do solo é comumente avaliada a partir de dados de
crescimento microbiano. Porém, essa determinacdo fornece um conhecimento
bastante limitado, uma vez que é feita a partir do cultivo em meios apropriados para
o crescimento. Além disso, métodos tradicionais que utilizam microrganismos

crescidos em meios de cultura seletivos ndo reproduzem as condigbes ambientais.
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Estudos demonstram que técnicas dependentes de cultivo atingem somente uma
pequena fragcdo dos microrganismos existentes no ambiente e, por este motivo, para
que se tenha uma avaliagdo mais completa da diversidade da comunidade
microbiana, é importante o uso de técnicas moleculares (ROSADO E DUARTE,
2002).

As técnicas de biologia molecular, independentes de cultivo, trouxeram novas
oportunidades para a andlise de estruturas e composicdo de comunidades
microbianas complexas. Algumas metodologias permitem estabelecer relagbes
filogenéticas entre os microrganismos, determinar a diversidade genética das
comunidades microbianas e identificar diversos microrganismos néo cultivaveis
(QUINTAES et al., 2014).

O sequenciamento de DNA foi iniciado entre as décadas de 70 e 80 com 0s
métodos de degradacdo quimica (Maxam e Gilbert) e terminacdo de cadeia com
dideoxinucleotideos (Sanger). Outro método que foi desenvolvido é o de Sanger,
porém sem escalabilidade, bastante trabalhoso e demorado. Estudos de
identificacdo microbiana e caracterizacao da diversidade utilizam o gene que codifica
a subunidade 16S do RNA ribossomal (16S rRNA), para procariotos. Essa regido do
RNA apresenta elevado grau de conservacao e esta presente em todos 0s grupos
bacterianos, permitindo o desenvolvimento de sistemas de amplificacdo com alvos
em diferentes grupos taxonémicos, porém com variabilidade para prover
comparacoes filogenéticas das comunidades microbianas (MALIK et al., 2008). Para
eucariotos (inclusive fungos), utiliza-se o gene que codifica a subunidade 18S do
RNA ribossémico (18S rRNA) e as regibes intergénicas ITS (Internal Transcribed
Spacer), também por apresentarem grau elevado de conservacao (KIRK et al., 2004;
HIRSCH et al., 2010).

Algumas técnicas sdo utilizadas para manipulacdo de acidos nucléicos, tais
como, extracdo, amplificacdo, tratamento com enzimas de restricdo, clonagem e
sequenciamento (DELONG, 2002; KIRK et al., 2004; MALIK et al.,, 2008; VAN
ELSAS E BOERSMA, 2011).

No ano 2005 surgiram as primeiras tecnologias de sequenciamento de DNA
conhecida como tecnologia de sequenciamento de nova geracdo, em inglés, Next
Generation Sequencing (NGS), permitindo uma nova abordagem de

sequenciamento em larga escala (HGS - High throughput sequencing). Nos anos
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subsequentes, diversas plataformas de NGS foram desenvolvidas baseadas
principalmente nas metodologias de: Pirosequenciamento com deteccdo de
pirofosfato; Sequenciamento por ligacdo; Metodologia de semicondutores;
Sequenciamento por sintese; Sequenciamento de moléculas Unicas (SCHUSTER,
2008). Grande parte destas tecnologias ainda esta sendo desenvolvida e em
constante aprimoramento.

As metodologias NGS possuem o grande diferencial de proporcionarem o
sequenciamento direto e paralelo de milhdes e bilhdes de moléculas de DNA,
aumentando consideravelmente a escala, a resolucdo das andlises, e a reducéo da
guantidade de amostra necessaria (ex.: sequenciamento de células Unicas), além da
diminuicdo significativa no custo por nucleotideo sequenciado que também € um
grande avanco obtido com esta tecnologia (GOODWIN et al., 2016). A NGS pode ser
diretamente aplicada para sequenciamento de genomas completos, metagenomas,
RNA-seq, exomas, RNAs nao codificantes, pequenos RNAs, amplicons, regifes
marcadas, bibliotecas enriquecidas com fragmentos-alvo, entre diversas outras
aplicacdes (GOODWIN et al., 2016).

O sequenciamento NGS estd cada dia mais presente em nosso cotidiano,
revolucionando a pesquisa biolégica em &reas como a genética, gendmica,
biotecnologia e medicina. A crescente utilizacdo destas metodologias vem se
tornando uma ferramenta importante na compreensao da diversidade bioldgica que
nos cerca, podendo ser diretamente aplicada no meio ambiente, em questbes de

saude publica e de qualidade de vida.

4.4.4 Técnicas de biorremediacédo do solo

Em relagcdo ao local onde o tratamento pode ser realizado, as técnicas de
biorremediacdo sdo denominadas in situ e ex situ. Na biorremediagéo in situ, o
processo de biodegradacdo ocorre no local contaminado, enquanto na
biorremediagédo ex situ o solo é retirado e transferido para uma unidade de
tratamento (LEMOS et al., 2009).

A biorremediacéo in situ apresenta relativa simplicidade, baixo custo e notavel
eficiéncia na remoc¢éo de poluentes de solos, apesar de ser reconhecidamente uma
tecnologia de longo prazo para atuar de forma uniforme sobre o solo (SEO et al.,
2007).
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Na biorremediacdo ex situ, geralmente é despendido um custo maior em
funcdo dos gastos com retirada e transporte do solo para o local de tratamento,
embora possa ser necessario quando ha possibilidade dos poluentes contaminarem
pessoas e ambientes proximos ao local da biorremediacdo, ou quando os residuos
apresentam altas concentracdes de contaminantes, como no caso dos residuos
provenientes da industria do petroleo (JACQUES et al., 2007).

De acordo com a literatura, as principais técnicas empregadas na
biorremediagéo in situ e ex situ dos solos s&o (EPA, 2005; RIZZO et al., 2006;
JACQUES et al., 2007; LEMOS et al., 2009; GAN et al., 2009; LUKIC et al., 2017):

Biorremediacdo in-situ

e Atenuacdo Natural: neste tratamento € realizado somente o monitoramento
regular da concentracdo do contaminante;

e Fitorremediacdo: técnica que faz uso de plantas para a remocao ou
degradacdo de poluentes, que podem atuar em associacdo ou ndo com
microrganismos que colonizam ou estdo proximos as suas raizes;

e Bioventing: introducdo de ar na zona insaturada do solo, suprindo assim a
necessidade de oxigénio requerida pelo processo de biodegradacédo aerobia;

e Biosparging: o ar é introduzido na zona saturada do solo (lencol freatico),
objetivando suprir as necessidades de oxigénio e transferir poluentes volateis
para a zona insaturada, onde se encontram oS microrganismos capazes de

degrada-los.

Biorremediacao ex-situ

e Biorreatores: o biorreator de “lama” € o mais comum. Neste, apds escavacao
e peneiramento, o0 solo contaminado € misturado a uma fase aquosa
(contendo microrganismos, nutrientes e/ ou surfactantes) e posteriormente a
lama tratada € normalmente desidratada ou submetida a biorremediagcdo em
fase sélida, quando os teores de umidade no solo séo reduzidos;

e Biopilhas: sistema mais complexo, que permite o controle da perda de
compostos volateis durante a fase operacional e a introducdo de agua,

nutrientes e oxigénio, embora ndo permita a frequente mistura do solo para
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suprir limitacbes referentes a heterogeneidade e a disponibilizacdo de
nutrientes e contaminantes;

e Landfarming: Nesse sistema de tratamento, os residuos industriais perigosos
sao dispostos em células de tratamento de grandes dimensdes e misturados
a camada superficial do solo, na qual se encontra uma maior atividade
microbiana. O solo sofre frequente revolvimento e corre¢des periddicas de

pH, umidade e nutrientes para a manutenc¢éo da atividade microbiana.

4.45 Biorremediacdo de solo com residuos do petroleo pela técnica de
landfarming

O Landfarming é um dos tratamentos biolégicos mais antigos, eficientes, e
frequentemente escolhido para o tratamento de residuos provenientes da industria
do petréleo, como por exemplo, a borra oleosa do petréleo. Nos EUA, a industria do
petrleo comecou a usar este sistema de tratamento no inicio dos anos 70
(HARMSEN et al., 2007).

No Landfarming grande parte dos hidrocarbonetos mais leves, e, portanto
mais volateis, como por exemplo, o diesel e a gasolina, tendem a ser removidos por
evaporacao durante o processo de revolvimento, enquanto os hidrocarbonetos mais
pesados, e menos volateis, como por exemplo, 6leos lubrificantes e borras do
petréleo sdo menos volateis e mais sujeitos a biodegradacédo (EPA, 2014). Assim,
por se tratarem de areas saturadas com contaminantes recalcitrantes, geralmente é
necessario que esse sistema de tratamento receba nutrientes, e que se faca a
realizacdo de praticas de aeracdo para estimular a atividade dos microrganismos
envolvidos no processo de biorremediacdo (RIZZO et al.,, 2006). O processo de
biorremediacdo no lanfarming sofre influéncia direta da taxa de atividade dos
microrganismos responsaveis pela biodegradacéo dos hidrocarbonetos do petroleo.
Como o solo possui, naturalmente, diversos microrganismos com atividades
metabdlicas bastante variadas, uma das maneiras mais simples de se proceder no
tratamento de um residuo no landfarming consiste em deixar que a microbiota nativa
atue, embora possa ser utilizada a técnica de bioaumento (JERONIMO e
KITZINGER, 2014).

No Landfarming, os residuos sédo colocados sobre a superficie do solo com o

objetivo de reduzir as concentragdes dos constituintes perigosos através da acao de
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microrganismos com habilidade de degradar ou transformar os compostos poluentes
em substancias que nao sejam nocivas a saude humana e ambiental. Este método,
muitas vezes é considerado um processo de disposi¢ao final, em que os produtos
degradados podem ser incorporados ao solo (HENDGES, 2013).

O solo utilizado no Landfarming, antes de receber os contaminantes, podera
ser submetido a processos de pré-tratamento, como britagem, trituracéo,
peneiragao, mistura, entre outros processos, a fim de melhorar a porosidade do solo.
Posteriormente, o material oleoso € espalhado sobre o solo preparado, e é feita a
incorporacdo do Oleo na camada aravel. O solo entdo passa a ter o controle de
umidade, temperatura e pH periodicamente, de forma que estejam na faixa ideal
para os microrganismos degradadores dos compostos contaminantes (LUKIC et al.,
2017). Além disso, existe uma norma que preconiza a hecessidade de
monitoramento dos fatores ambientais para avaliar o desempenho do bioprocesso e,
caso necessario, aplicacdo de acdes corretivas, como por exemplo, de aeracéo,
calagem e adicao de fertilizantes (ABNT, 1997).

A Figura 4.5 apresenta um sistema de Landfarming. A parte inferior do solo
de landfarming é geralmente coberta com um forro sintético de polietileno de alta
densidade impermeavel, ou com argila como forro natural, a fim de evitar fugas do
lixiviado e consequente contaminacdo de aguas subterrdneas, ap0s a manta de
polietileno, € colocada uma camada de areia grossa, ou de cascalho para drenagem
do lixiviado, que vai para um tanque de tratamento ou armazenamento (LUKIC et al.,
2017). Na superficie do Landfarming também sao feitas calhas em torno dele para
controle do escoamento de &gua, evitando assim, uma contaminacao cruzada.
Quando é necessario, o fornecimento de agua, nutrientes e por vezes bactérias, faz-
se 0 uso de sistema de irrigacdo, e a aeracdo, quando realizada, € feita por
revolvimentos periddicos que podem ser realizados manualmente ou com

equipamento de aeracdo (LUKIC et al., 2017).
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Aeracao do sistema

Figura 4.5 Funcionamento de um sistema Landfarming. Fonte: Adaptado de EPA (2014).

Dentre os tratamentos de residuos gerados pela industria petroquimica o
landfarming se destaca pela relativa eficiéncia na remocdo de Oleos e graxas
presentes no solo (PAULA et al., 2005). Este sistema tem sido utilizado pela
industria de petréleo nacional devido ao relativo baixo custo operacional e eficacia
perante as condigbes naturais tropicais na redugdo das concentragbes de
contaminantes como HTPs (NAVARRETE et al., 2009).

Muitos processos bioquimicos acontecem no landfarming como, por exemplo,
a conversdo de carbono a dioxido de carbono e incorporagdo do carbono
remanescente, que € importante por proporcionar a fixagdo de matéria organica no
solo, melhorando assim a sua estrutura e fertilizagcdo. Entretanto, com o tempo, este
tratamento pode se tornar ineficiente na remocéo de compostos mais recalcitrantes e
toxicos presentes nos residuos petroliferos (HUANG et al., 2004). Apos
determinados periodos de tempo, esse sistema pode passar a agir apenas como
acumulador de substadncias ndo biodegradaveis, como hidrocarbonetos
recalcitrantes, metais pesados, sais e areia, ao invés de atuar na remocao de
contaminantes, perdendo a eficacia (EPA, 2005), o que torna necessario, em longo
prazo, a adocdo de outras técnicas que possam auxiliar no tratamento de
contaminantes recalcitrantes e persistentes presentes no landfarming.
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4.5 Adicdo de residuos vegetais como ferramenta auxiliar na biorremediacao
de solos contaminados

O Brasil € um dos paises com maior participacdo na oferta de energia de
fontes renovaveis. Atualmente, o desenvolvimento e o aprimoramento de tecnologias
mais limpas, acompanhadas de legisla¢cdes incentivadoras, fazem com que as fontes
renovaveis sejam uma op¢ao vantajosa do ponto de vista social, econémico e
ambiental. Nesse contexto, o Brasil é favorecido por um clima favoravel, rica
biodiversidade e vasta extensao territorial, 0 que faz com que a sua producao
agropecuaria seja ampla e diversificada e resulte, inclusive, em uma grande geragao
de residuos que podem ter uma série de aplicagbes (SEBRAE, 2016).

A adicao de residuos vegetais no solo atua como um fator chave nas préticas
modernas de manejo sustentavel e ecologicamente vidvel do solo. Nos solos
altamente degradados, a adicdo de residuos organicos constitui a maior fonte de
matéria organica (MO), desempenhando importante papel na formacdo e
manutencdo da fertilidade do solo, atuando de forma benéfica praticamente sobre
todos os fatores que influenciam no processo de biorremediacdo (SANTOS et al.,
2008).

A matéria organica do solo (MOS) € composta por residuos de plantas,
animais e seus produtos em varios estagios de decomposic¢do, podendo variar de
menos que 1%, até mais de 90% (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006). Ela atua como um
grande reservatorio de nutrientes, exercendo efeitos benéficos na estrutura,
resisténcia a danos fisicos e mecanicos, e na capacidade de retencdo de agua
(SANTOS et al,, 2008). Disso resulta a melhoria da qualidade do solo e o
bioestimulo de microrganismos presentes no solo, havendo aumento da densidade e
diversidade populacional desses (EMBRAPA, 2008) que utilizam o0s nutrientes
liberados pela decomposicdo da matéria organica para a sua manutencdo e
crescimento (BALOTA et al., 1998).

Os materiais vegetais sdao componentes importantes nos ecossistemas,
apresentando natureza variada e complexa, sendo constituidos por celulose, que
representa geralmente de 20 a 50% da matéria seca, hemicelulose de 10% a 30%,
lignina de 5 a 30%, proteinas de 2 a 15% e substancias soluveis até 10%, além de

outros constituintes como: ceras, graxas, pigmentos, € outros compostos com



37

menores quantidades, contendo quantidades variadas de nutrientes (em kg ha™)
como: 74al156de N;1,4a4,1deP;2,0a4,2de Caela?27 de Mg, e constituindo
um habitat onde ocorre abundante fauna e comunidade microbiana heterotréfica, em
florestas tropicais (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).

Na presenca de ambientes expostos a contaminagdo por petréleo e seus
derivados, alguns microrganismos adquirem a capacidade de utilizar os
hidrocarbonetos presentes nesses produtos como fonte de energia. Essa
capacidade de biodegradacdo de compostos poluentes, associada a utilizacdo de
materiais organicos vegetais adicionados ao solo, como cossubstrato, pode ser um
o0timo modelo para tratamento de solos contaminados por residuos provenientes da
industria do petréleo. De acordo com a literatura, para que a biodegradacdo de HTP
seja efetiva, a concentracdo de material vegetal a ser utilizada no tratamento de
solos impactados por HTP pode variar de 2 a 12% (m/m) (MEYSAMI E BAHERI,
2003; MOLINA-BARAHONA et al., 2004; TREJO-HERNANDEZ et al., 2007;
SHAHSAVARI et al., 2013).

Em solos contaminados por hidrocarbonetos do petréleo, a celulose,
hemicelulose e lignina presentes na parede dos vegetais podem ser utilizadas como
cossubstrato pela microflora do solo. Esses componentes dos materiais vegetais
aumentam as populacdes microbianas, tornando-os mais ativos no processo de
biodegradacédo dos contaminantes. Faz-se necessario, portanto, o conhecimento da
guantidade de celulose, hemicelulose e lignina na estrutura dos materiais vegetais,
pois diferentes proporcdes destes componentes podem conferir diferentes graus de
labilidade ou recalcitrancia ao material vegetal, influenciando diretamente na
degradagcdo dos mesmos pelos microrganismos envolvidos na degradacdo dessas
moléculas. Conforme pode ser visualizado na Figura 4.6, a fracdo celulésica
encontra-se envolvida pela lignina, cuja fungdo é aumentar a resisténcia da estrutura
dos vegetais a ataques quimicos e enzimaticos. Estes componentes resultam em um
material flexivel, porém altamente resistente a algumas espécies de microrganismos
que ndo apresentam enzimas ligninoliticas para degradar a lignina (MURPHY E
MCCARTHY, 2005). Essa dificil degradabilidade da lignina tem estimulado, inclusive,
pesquisas voltadas para aplicar a capacidade que alguns fungos degradadores de
lignina possuem na remocgé&o de HTP (PICKARD et al, 1999; MEYSAMI E BAHERI,
2003; LIMA et al., 2011).
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Celulose

Fibras de
celulose

Figura 4.6 llustrag&o da parede celular vegetal mostrando como a lignina, celulose e hemicelulose
encontram-se interligadas. Fonte: Adaptado de MURPHY E MCCARTHY (2005).

Apesar de a lignina ser mais dificil de ser degradada pelos microrganismos
em relacdo a celulose e hemicelulose, ela pode ser utilizada como fonte de carbono
por algumas espécies que apresentam enzimas ligninoliticas, capazes dedegradar a
lignina, embora a mesma possa algumas vezes atuar na sorcdo de poluentes
organicos no solo (ITOPF, 2012; SHAHSAVARI et al., 2013).

Os materiais vegetais também podem atuar no bioestimulo do processo de
biorremediacdo, uma vez que fornecem nutrientes e também disponibilizam oxigénio
ao atuarem como agentes de volume (materiais estruturantes) no solo. Eles também
podem melhorar as propriedades fisicas do solo. Quanto maior a quantidade de
material organico adicionado ao solo, menor a compacta¢gdo do mesmo. Isso ocorre
devido a alguns efeitos da MOS, como amortecimento, retencdo de agua, aumento
da coesédo entre as particulas do solo, baixa densidade, susceptibilidade a
deformacéo e elasticidade, que aumentam a capacidade do solo em atenuar as
cargas aplicadas sobre ele (HASAN et al., 2016).

A contribuicdo da MOS para os atributos do solo n&o se restringe apenas a
sua quantidade, mas também a qualidade. Inicialmente, ocorre rapida decomposicéo

de material 1abil e, posteriormente, num processo mais lento, de materiais mais
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resistentes (GAMA-RODRIGUES et al., 2008). A adicdo de residuos com baixa taxa
de decomposicdo € mais indicada para a manutencdo dos teores de matéria
organica dos solos, enquanto residuos com elevada taxa de degradacdo estimulam
a decomposicao da matéria organica nativa dos solos (MANTOVANI et al., 2006).

A decomposicdo dos materiais vegetais também € influenciada pelo manejo
do solo utilizado, de modo que a incorporacdo de residuo vegetal no solo
proporciona uma decomposi¢cdo mais rapida do que os residuos aplicados em
cobertura, que por sua vez estdo associados a maior retencédo de agua e protecado
contra a erosao (ESPINDOLA et al., 2006).

Outro possivel efeito da adicdo de material organico no solo pode ser
verificado sobre 0s metais presentes em solos contaminados. Os residuos de
plantas contém acidos organicos, que formam grupos funcionais, principalmente dos
tipos carboxilicos e fendlicos, participando de reacdes quimicas no solo como:
complexacdo acido organico-metal, reducdo da toxidez por Al, adsorcdo de ions,
constituicdo quimica da rizosfera de plantas e lixiviagdo de elementos no solo
(PAVINATO E ROSOLEM, 2008). Reacdes de complexacdo e quelacdo de metais
com a MOS sédo importantes em varios processos no solo, como no intemperismo,
na disponibilidade de nutrientes e de outros metais, e nos aspectos ambientais do
solo (SILVA E MENDONCA, 2007).

De acordo com SEO et al. (2007), residuos organicos podem ser usados
como adubo para melhorar a remediacdo de aguas e inclusive de solos porque,
além de proporcionarem aumento da MOS, sdo abundantes e baratos. Esses
autores avaliaram em uma coluna de vidro de 30 cm o desempenho de trés tipos de
cobertura morta (casca de cipreste, casca de madeira e casca de nozes) na
remediacdo de aguas subterraneas contaminadas com naftaleno, observando
eficiéncia de remocéo deste HPA de 77 a 99%, onde a maior parte da remocao
ocorreu nos 6 primeiros centimetros de coluna.

As atividades de exploracéo, conservacdo e melhoria realizadas com solos,
devem ser cuidadosamente planejadas e aplicadas, de modo que sejam reduzidos
os danos causados ao solo pelas tecnologias existentes. Portanto, embora a
utilizacdo de materiais vegetais para a estimulagdo da microflora autoctone de solos
contaminados com petroleo e seus derivados se mostre como uma estratégia

eficiente e que requer um menor custo, em relacdo a muitas tecnologias adotadas,
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as discrepancias relatadas na literatura a respeito dos efeitos benéficos que essa
técnica pode promover, indica que é necessario a realizacdo de mais estudos
relacionados a adicdo de materiais vegetais em solos contaminados, acompanhados
pela caracterizacdo do solo e dos residuos vegetais utilizados (MOLINA-
BARAHONA et al.,, 2004; MOREIRA E SIQUEIRA, 2006; SILVA E MENDONCA,
2007; SEO et al., 2007; SANTOS et al., 2008; SHAHSAVARI et al., 2013).

4.5.1 Bagaco de cana-de-agUcar

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) foi introduzida no Brasil durante o
periodo colonial, e hoje € uma das principais culturas da economia brasileira. O
agronegocio sucro-alcooleiro, responsavel por grande parte do PIB nacional, € o
setor que mais emprega no pais, com a geracdo de empregos diretos e indiretos
(ALBINO et al., 2006).

De acordo com o Ministério da Agricultura (2014), além do Brasil ser o maior
produtor de cana-de-aclucar do mundo, é também o primeiro em producédo de
acucar, etanol, e ainda vem conquistando cada vez mais espa¢co no mercado
externo com o uso do biocombustivel como alternativa energética, ja que este
material vegetal apresenta alta concentracdo de carboidratos, baixo conteudo
relativo de lignina, facil utilizacdo, baixo custo de colheita, transporte e
armazenagem (GOUVEIA et al., 2009).

A cana-de-acucar é produzida em quase todo o pais, destacando-se o estado
de S&o Paulo (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014). No Rio de Janeiro, a
producdo da cana-de-acucar localiza-se principalmente na regido Norte Fluminense,
em Campos dos Goytacazes, apesar do estado, no entanto, fazer um mau uso do
solo, em func¢éo das tecnologias adotadas, resultando em baixa producédo (FRANCO
et al., 2014).

A composi¢cdo quimica da cana-de-agUcar varia muito em fungdo das
condi¢cbes climaticas, propriedades fisicas, microbiolégicas e quimicas do solo, do
tipo de cultivo, da sua variedade, do estagio de maturacdo e idade, entre outros
fatores, sendo 99% composta pelos elementos hidrogénio, oxigénio e carbono
(PARANHOS, 2014).

O caldo da cana-de-acucar € constituido de 80% de agua e solidos soluveis.

Os ultimos séo agrupados em acucares, ndo agucares organicos, e inorganicos. Os
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acucares sao representados pela sacarose, glicose e frutose, os nao acucares
organicos contém substancias nitrogenadas (aminoacidos e proteinas), gorduras,
pectinas, ceras, acidos e matérias corantes, e 0s inorganicos, representados pelas
cinzas, constituem-se principalmente de silica, potassio, fésforo, célcio, magnésio,
enxofre, sédio, cloro e aluminio. De acordo com os diferentes tipos de variedades
comerciais de cana-de-acucar, a composicao e teor de solidos soluveis do caldo de
cana variam, dentro de certos limites (HAMERSKI, 2009) (Quadro 4.8).

Quadro 4.8 Composicéo da cana-de-agUcar e sélidos sollveis no caldo. Fonte: HAMERSKI (2009).

Componentes da cana de agucar Fracdo massica (%)

Ceras, gorduras, fosfolipideos

Agua 73-76
Sélidos 24-27
Sdlidos solluveis 10-16
Fibra (seca) 11-16
Constituintes do caldo de cana Fracdo em sdlidos solaveis (%)
Acucares 75-92
Sacarose 70-88
Glicose 2-4
Frutose 2-4
Sais 3,0-45
Acidos organicos 1,5-5,5
Acidos carboxilicos 1,1-3,0
Aminoacidos 0,5-2,5
Outros ndo-agucares organicos
Proteinas 0,5-0,6
Amido 0,001-0,100
Gomas 0,30-0,60

0,05-0,15

O bagaco de cana-de-acgucar € resultante da extracdo do caldo da cana-de-
acucar, e é caracterizado como um material com altos teores de parede celular,
baixa densidade energética, pobre em proteina e minerais, constituindo um material
gue normalmente apresenta um baixo valor nutritivo. Essas caracteristicas podem
ser visualizadas no Quadro 4.9 e podem indicar que o residuo néo é eficiente se for
utilizado como fonte de nitrogénio para estimular a biodegradacdo de o6leo em

tratamentos de solos contaminados.
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Quadro 4.9 Composicdo quimica do bagaco de cana de aclcar, em porcentagem de matéria seca.
Fonte: CARVALHO et al. (2006).

Componente Composicéao (%)
Matéria seca 40,11
Proteina bruta 2,32
Fibra em detergente neutro 59,02
Fibra em detergente acido 38,34
Hemicelulose 20,68
Celulose 30,30
Lignina 7,34
Extrato etéreo 0,07
Cinzas 1,22
Nitrogénio insoltvel em detergente neutro 0,07
Nitrogénio insoltvel em detergente acido 0,08
Cinza insoluvel em detergente neutro 0,65
Cinza insoluvel em detergente acido 1,45

O material fibroso da cana é constituido, principalmente, de celulose,
hemicelulose e lignina e, assim como a maioria dos materiais lignoceluldsicos
provenientes da biomassa de plantas, sdo abundantes complexos organicos de
carbono (GOUVEIA et al., 2009).

Alguns trabalhos avaliaram a adicdo do bagaco de cana-de-acucar em solos
contaminados e verificaram remocdo de HTP entre 24% e 60% (MOLINA-
BARAHONA et al., 2004; TREJO-HERNANDEZ et al., 2007; GARCIA-TORRES et
al., 2011; HAMZAH et al., 2014; CUEVAS-DIAZ et al., 2017), embora a maior parte
desses trabalhos tenham sido conduzidos com solos contaminados artificialmente. A
remocdo de HTP verificada nestes trabalhos provavelmente se deve a atuacédo do
bagaco de cana-de-aglucar como agente estruturante e como substrato de grande
valor energético, que pode ter estimulado o crescimento dos microrganismos

atuantes no processo de biorremediagéo (SHAHSAVARI et al., 2013).
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Apesar da degradacdo de HTP ser estimulada em solos contaminados onde
foi realizada a adicdo de BC, existe a possibilidade de alguns residuos vegetais
atuarem adsorvendo ou absorvendo contaminantes no solo, reduzindo ou impedindo
a degradacao de HTP no solo (ITOPF, 2012). Outro fator que deve ser levado em
consideracdo quando se utiliza materiais vegetais para auxiliar no tratamento de
solos contaminados, é que os resultados de remocdo de HTP podem n&o estar
atrelados somente a quantidade de hidrocarbonetos provenientes do solo, mas
também aos hidrocarbonetos presentes na composicdo dos materiais vegetais, 0
gue resultaria em um resultado incorreto de remocédo de HTP (VECCHIATO et al.,
2017). Portanto, é necessario estar atento para a escolha de metodologias
adequadas para determinacdo da quantidade de HTP removida no solo, e aos
resultados encontrados durante processo de biorremediacdo para elucidacdo da

resposta do tratamento realizado.

4.5.2 Leguminosas florestais

As florestas desempenham um importante papel para a melhoria e manutencgao
da qualidade dos solos, ao promoverem o aumento do teor de matéria organica, da
disponibilidade de nutrientes, melhoria das propriedades fisicas e otimizacdo da
atividade bioldgica, resultados do aporte de material vegetal da copa das arvores
(GAMA-RODRIGUES et al., 2008). O plantio de arvores contribui para diminuir o
impacto ambiental gerado pela exploracao das florestas naturais, além de ser uma
boa alternativa socioeconémica para o desenvolvimento regional quando se trata de
espécies que podem ser utilizadas com fins econbmicos, como no caso do
aproveitamento da madeira (TERROR et al., 2011). Neste ultimo caso, os residuos
da planta, ao serem retiradas as madeiras, podem ser utilizados para a recuperacéo
de solos degradados ou contaminados.

A recuperacéo de solos degradados, seja pelo uso intensivo e inadequado do
solo, ou pela contaminacdo do mesmo, & de grande importancia para a
racionalizacdo do uso da terra e melhoria da qualidade ambiental. Para estes fins,
algumas caracteristicas sao desejaveis de serem encontradas em espécies para
plantios de reabilitacdo, destacando-se a boa capacidade de facilitar a sucessao
natural em locais onde uma série de barreiras impede o desenvolvimento do

processo, a boa capacidade de estabelecimento em condi¢cfes limitantes, a atracao
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da fauna, o crescimento rapido e a grande deposicédo de serapilheira (CHADA et al.,
2004).

Fatores como tipo de vegetacdo, deciduidade, estagio sucessional, altitude,
latitude, precipitacdo, disponibilidade hidrica, temperatura, luminosidade, relevo e
caracteristicas do solo fazem com que as espécies vegetais apresentem diferencas
na producdo e consequentemente no acumulo da serapilheira depositada. Essas
caracteristicas, somadas a qualidade da serapilheira, modificam a velocidade de
decomposicao e a liberacdo de nutrientes para o solo. A fracdo I4bil ou ativa da
matéria organica do solo, embora pequena, é importante pela rapida taxa de
ciclagem de poucas semanas ou meses, ao contrario da fracdo passiva, em que a
ciclagem ocorre lentamente (NUNES et al, 2016).

A influéncia do plantio das espécies florestais ou da utilizacdo do material
vegetal dessas plantas também esta relacionada com o potencial produtivo de
biomassa vegetal e com o carater labil ou recalcitrante das mesmas, o que resulta
em diferentes taxas de transformagdes dos nutrientes (NDAW et al., 2009), uma vez
que tanto a quantidade quanto a qualidade do residuo da planta adicionado ao solo
determinam a taxa de decomposicdo da matéria organica e, assim, a dindmica dos
nutrientes no solo (GAMA-RODRIGUES et al., 2007).

As leguminosas arbdéreas sdo espécies muito promissoras para a restauracao
de solos degradados. Essas plantas ndo s6 protegem o solo e promovem melhoria
do mesmo pela adicdo de matéria organica, como participam vantajosamente da
ciclagem de nutrientes por apresentarem uma associacao biolégica com bactérias
fixadoras de N2 atmosférico e fungos micorrizicos, conhecidos por aumentar a area
explorada pelas raizes promovendo, e assim, uma melhoria na disponibilizagdo dos
nutrientes do solo (AL-ANSARI E ABDULKAREEM, 2014). Essas séo caracteristicas
muito importantes, uma vez que alguns nutrientes, a exemplo do fésforo, mesmo que
estejam em grande quantidade no solo, podem encontrar-se adsorvidos nha
superficie dos minerais do solo (NOVAIS et al., 2007), enquanto o N pode ser
facilmente perdido no solo por processos como volatilizagéo e lixiviagdo (AL-ANSARI
E ABDULKAREEM, 2014).

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem a adicdo da
leguminosa florestal Mimosa caesalpiniifolia, conhecida como sabia (SS) na remocéao

de HTP em solos contaminados por petroleo e seus derivados. No entanto, a
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relevancia do emprego da SS reside especialmente na capacidade de adicionar
nutrientes ao solo, especialmente N, podendo ser uma alternativa eficaz, e de
relativo baixo custo, principalmente se associada a um residuo vegetal com
capacidade de remocdo de HTP ja conhecida, como o BC, podendo diminuir os
gastos com fertilizacdo e aeracdo do solo, praticas frequentemente adotadas em

tratamentos bioldgicos como o landfarming (LUKIC et al., 2017).
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Capitulo 5

Materiais e Métodos

5.1 Solo: descricdo, coleta e preparo

O estudo foi conduzido com solo de um sistema landfarming de uma refinaria
de petréleo brasileira (Figura 5.1). A refinaria € localizada na regido sudeste do
Brasil, e apresenta um clima subtropical umido segundo a classificacdo de Koppen-
Geiger (PEEL et al.,, 2007). A refinaria possui uma area de 3,7 km?, com uma
capacidade para producdo de 53 barris/ dia. Os principais produtos gerados sao:
propeno, gasolina, 6leo diesel com baixo teor de enxofre e solventes especiais.

O sistema de landfarming utilizado neste trabalho apresenta trés células de
5.000 m? cada uma (Figura 5.1).

Figura 5.1 Sistema landfarming da refinaria de petréleo com trés células (A, B e C). Demarcacao da
célula onde foram coletadas as amostras de solo (célula C). Fonte: Adaptado de MARTINS (2015).
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O solo foi coletado uma Unica vez, em varios pontos, na profundidade de 20
cm, em uma quantidade total de 200 kg. O mesmo foi posteriormente encaminhado
para o Laboratorio de Biossintese, Biocorrosdo e Biodegradacdo da Escola de
Quimica (E-107) do Centro de Tecnologia da UFRJ, onde foi destorroado,
homogeneizado e quarteado. O processo de peneiramentonao nao foi realizado para
evitar o menor contato possivel entre o manuseador do solo e os contaminantes
presentes no mesmo, e para manter as caracteristicas intrinsecas do solo.

Inicialmente o solo apresentou um teor de umidade de 40%, e pH 6,5.

5.2 Materiais vegetais: descricado, coleta e preparo

Foram utilizados dois tipos de materiais vegetais. O bagaco de cana-de-
acucar (BC), e a serapilheira da leguminosa florestal Mimosa caesalpiniifolia,
conhecida vulgarmente como sabia (SS), ambos apresentados nas Figuras 5.2 e
5.3, respectivamente. A saber, a serapilheira consiste de todo material vegetal que
cai das arvores sobre a superficie do solo (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).

e Bagaco de cana-de-acucar (BC)
O BC foi coletado ap6s o descarte da producéo de caldo de cana-de-acUcar,
no comercio local de Duque de Caxias, RJ (Figura 5.2).

Figura 5.2 Bagaco de cana-de-agUcar

e Serapilheira do Sabia (SS)
O sabia utilizado neste trabalho, na ocasido do plantio (em 1998) foi inoculado

com estirpes selecionadas de bactérias fixadoras de N2 atmosférico (BR 3407 e
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3446) e fungos micorrizicos (um combinado de Gigaspora margarita e Glomus
clarum) (Figura 5.3). O local de coleta da serapilheira do sabia foi em um plantio

localizado na fazenda Carrapeta, Concei¢cédo de Macabu, RJ.

Figura 5.3 Foto da area da leguminosa florestal Mimosa caesalpiniifolia, conhecida como sabia (A),
onde foram coletadas as amostras de serapilheira (B).

A ferramenta utilizada para a coleta da SS foi o gabarito metélico com area de
25 cm x 25 cm (Figura 5.4). O gabarito foi colocado sobre a superficie do solo, e a

serapilheira presente na area ocupada pelo gabarito foi coletada.
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Figura 5.4 Foto da ferramenta (gabarito) utilizada para coletar a serapilheira.
O bagaco de cana-de-acucar e a serapilheira do sabia foram secos em estufa

de circulacdo forcada de ar, a temperatura de 65°C de acordo com o manual para
andlise vegetal da EMBRAPA (2000). Posteriormente, esses materiais vegetais
foram grosseiramente quebrados com auxilio de um liquidificador industrial de alta
rotacao (fak 800 w).

5.3 Ensaios preliminares

5.3.1 Teste para avaliacdo dos residuos vegetais como fonte de C e N para os
microrganismos do solo.

Como o C e N sdo essenciais para a atividade microbiana, e foram
adicionados materiais vegetais ao solo com esses elementos na composi¢ao, este
teste foi realizado para verificar se o BC e a SS atuam como fonte de C e N para os
microrganismos presentes no solo avaliado. Inicialmente, foi feito um indculo de
cultura mista do solo. Para tal, 20 g do solo foram introduzidas em frasco Erlenmeyer
de 500 mL de capacidade contendo 180 mL de soluc¢éo fisiolégica a 0,85% de NaCl.
A mistura foi colocada sob agitacdo a 120 rpm e temperatura de 30°C por 30
minutos em incubadora agitada para a dispersdo das células do solo, e logo a
segquir, filtrada em filtro whatman estéril. Para verificar se o BC e a SS atuaram como
fonte de C para os microrganismos, 20 mL do in6culo () foram colocados em
Erlenmeyers de 500 mL de capacidade contendo 80 mL de meio de cultivo mineral
de Bushnell Haas (Tabela 5.1). Quando o objetivo foi verificar se o0 BC ou a SS
atuaram como fonte de C, 5 g de BC ou SS foram adicionados aos Erlenmeyers
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(Tabela 5.1). Para verificar se a SS também atuou como fonte de N para o0s
microrganismos, foi retirada a fonte de N habitual (0,1 g de NH4NOs3) de alguns
Erlenmeyers com meio de cultivo Bushnell Haas (BH) e foi adicionado 0,5 g de
glicose como fonte de C junto aos 5 g de SS (Tabela 5.1). Para fins comparativos
foram feitos dois tipos de controle. O controle bidtico, que recebeu material vegetal,
mas nao recebeu inoculo do solo, e o controle abibtico, que foi igual ao controle
bidtico, acrescentando 15 g do biocida AgNOs (Tabela 5.1). A quantidade de material
vegetal utilizada (5 g) apresenta 2% de C em sua composi¢cdo, levando-se em
consideracdo que normalmente um meio de cultivo contém de 1-2% de C. Os
Erlenmeyers do ensaio foram colocados sob agitacdo a 120 rpm e temperatura de
30°C por 15 dias. No final do ensaio foi realizada a quantificacdo de BH, FF e BDO.
O ensaio é apresentado visualmente na Figura 5.5.

Tabela 5.1 Avaliagdo do crescimento microbiano na presenc¢a do bagaco de cana-de-acucar (BC) ou
da serapilheira do sabia (SS) como fonte de C e N. Bactérias heterotréficas totais (BHT), Fungos
filamentosos (FF) e microrganismos degradadores de éleo (MDO).

Ensaio Tempo Condicao
1 0 dias BH + I
1 15 dias BH + |
2 15 dias BH + | + Ag NOs
3 15 dias BH+1+BC
4 15 dias BH + BC
5 15 dias BH+1+SS
6 15 dias BH + SS
7 15 dias BH (-N) + 1 + SS
8 15 dias BH (-N) + AgNOs + SS

BH- meio de cultivo Bushnell Haas, I- Inéculo, AgNOs — nitrato de prata (biocida), BC- bagaco de
cana-de-acglcar, SS- serapilheira do sabia, (-N)- BH sem fonte de N mineral.
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A

Figura 5.5 Teste para avaliar o efeito da adicdo do bagabaco de cana-de-agucar (BC) e da
serrapilheira do sabia (SS) como fontes de C e N. A- Meio BH + in6culo do solo (1); B- Meio BH + | +
BC como fonte de C; C- Meio BH + | +SS como fonte de C e N.

5.3.2 Evolucéo de COz acumulado

Para verificar a respiracdo acumulada do solo (evolucdo de CO2) foi utilizada
a técnica descrita por BARRETO et al. (2010) com modificacdes. O experimento foi
realizado em condicBes aerdbicas, dentro de recipientes plasticos (em triplicata)
(Figura 5.6), onde foram colocados dois frascos de vidro snap caps sem tampa
(Figura 5.6). Em um dos frascos de vidro foram colocados 50 g de solo, e no outro
10 mL de NaOH 1 mol L para absorcdo do CO: liberado durante a incubacéo
(Figura 5.6). A SS foi utlizada na quantidade de 0,5 e 1 g/50 g de solo
(correspondendo a 10 e 20 g kg™ de solo), e o0 BC na quantidade de 1 e 2 g/50g de
solo (correspondendo a 20 e 40 g kg de solo).

Os potes contendo os snap caps foram tampados e envolvidos com filme de PVC
imediatamente ap0s a montagem para evitar a influéncia do CO2 presente no meio
externo. Trés recipientes plasticos que ndo continham o frasco com solo foram
montados apenas com o frasco com NaOH (10 mL), servindo como branco (Figura
5.6).

As amostras de solos foram incubadas por 91 dias (13 semanas), em laboratorio,
a temperatura media de 26°C + 2°C, e as determinagdes de evolucdo de CO2 foram
realizadas com 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 63, 91 dias de incubacgé&o. As solugbes de
NaOH 1 mol L dos recipientes foram trocadas e devidamente fechadas apds cada

amostragem, inclusive no branco (Figura 5.6).
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B C

Figura 5.6 Recipiente plastico vedado (A) contendo dois frascos snap caps (B e C). Frasco com
NaOH (B) e frasco com solo (C).

5.4 Avaliacédo do efeito dos residuos vegetais na biorremediacédo do solo

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo na Escola de
Quimica - UFRJ, Estado do Rio de Janeiro. As coordenadas geogréficas do local séo
22° 51’ S de latitude Sul e 43° 13’ W de longitude, Oeste (Figura 5.7).

Figura 5.7 Casa de vegetacdo onde os experimentos foram conduzidos.

5.4.1 Experimentode biorremediagdo em microcosmo

Para a realizacdo do ensaio de biorremediagdo em microcosmo. O solo foi
acondicionado em recipientes plasticos (13,5 cm de profundidade, 12 cm de largura
e 20,5 cm de comprimento), na quantidade de 1kg (Figura 5.8). Durante o

experimento o solo apresentou temperatura de 30 = 2°C em meédia. Os recipientes
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foram cobertos por plastico insufiime e alguns orificios foram feitos manualmente
com auxilio de uma pinca com o objetivo de reduzir a perda excessiva de umidade
(Figura 5.8).
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Figura 5.8 Experimento de biorremedia¢cdo em microcosmo (A). Detalhe do recipiente (B).
O experimento foi conduzido com solo sem adicdo de residuos vegetais
(controle), solo com adi¢cdo do bagaco de cana-de-agucar, solo com serapilheira da
leguminosa florestal Mimosa caesalpiniifolia (sabid), e solo com a mistura do bagaco

de cana-de-acuUcar e serapilheira do sabid em diferentes propor¢des (Figura 5.9).

Figura 5.9 A- Solo sem adicdo de material vegetal, B- solo com adicdo de 20 g kg solo da
serapilheira do sabid, com algumas setas para ajudar na visualizacéo, e C- solo com 20 g kg solo de
bagaco de cana-de-acgucar.
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Quando os solos receberam apenas um dos residuos vegetais, a quantidade
de BC utilizada foi de 20 g ou 40 g kg?! solo, enquanto a quantidade de SS
adicionada foi de 10 g ou 20 g kg solo. Nos solos onde foram adicionados os dois
materiais vegetais, as combinac¢des foram: 20 g do BC mais 10 g da SS; 20 g de BC
mais 20 g da SS; 40 g de BC mais 10 g da SS; 40 g de BC mais 20 g da SS. Os

ensaios foram realizados em duplicata e estdo descritos na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 Descricdo do experimento de biorremediagdo em microcosmo.

Solo Materiais vegetais utilizados nos tratamentos

Experimento” Bagaco de cana-de-acucar Serapilheira do sabia
20 g kg solo 40 g kg* solo 10 g kg solo 20 g kg solo

1

2 X

3 X X

4 X X

5 X

6 X X

7 X X

8 X

9 X

* Todos os experimentos foram realizados em duplicata

Durante o experimento foram realizadas amostragens do solo para avaliar a
influéncia das diferentes quantidades de residuos vegetais sobre o processo de

biorremediacdo. Semanalmente foi realizado o monitoramento da umidade, pH, e da
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temperatura do solo e do ambiente (Tabela 5.3). Sempre que necessario a umidade

foi ajustada ao teor inicial.

Tabela 5.3 Pardmetros avaliados durante os experimentos de biorremediacéo

Parametro Anadlise Tempo (dias)
Microrganismos BHT, FF e MDO 0, 30, 60, 90
cultivaveis
Biologia Técnica de sequenciamento em larga escala 0,30, 60
molecular
Concentragéo de HTP 0, 30, 60, 90

contaminantes

Andlises Umidade, pH e temperatura A cada 7 dias
fisico-quimicas

As amostras de solo nas diferentes condi¢des experimentais foram retiradas
em periodos de 0 dia, 30 dias, 60 dias, e 90 dias de ensaio para a quantificacdo de
microrganismos cultivaveis (bactérias heterotréficas totais - BHT), (fungos
filamentosos - FF) e (microrganismos degradadores de 6leo - MDO), realizacdo da
analise de biologia molecular (Sequenciamento em larga escala do gene rrs
utilizando a plataforma iontorrent) e analise de contaminantes (HTP), conforme
descrito na Tabela 5.3.

AplOs a realizacdo do experimento em microcosmo, e da obtencdo dos
resultados, a remocdo de HTP foi utilizada como variavel resposta para realizacdo

de um planejamento estatistico com o intuito de verificar a melhor condicao testada.

5.4.2 Experimento de biorremediagcdo em escala maior

Para a realizacdo do ensaio de biorremediacdo em escala maior, o solo foi
acondicionado em recipientes plasticos de (20 cm de profundidade, 12 cm de largura
e 40 cm de comprimento), na quantidade de 5 kg (5 vezes maior que o primeiro
ensaio em microcosmo) (Figura 5.10). Durante o experimento o solo apresentou
temperatura de 26 + 2°C em média. Os solos foram cobertos por plastico insufilme e
alguns orificios foram feitos manualmente com auxilio de uma pinga com o objetivo

de reduzir a perda excessiva de umidade (Figura 5.10).
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Figura 5.10 Experimento de biorremediacdo em escala maior que o experimento em microcosmo.

A adicao da serapilheira do sabia e do bagaco de cana-de-acucar foi feita na
quantidade de 100 g cada (20 g kg* solo de BC e SS). Duas condi¢Ges foram
avaliadas: materiais vegetais misturados ao solo; e materiais vegetais adicionados
na superficie no solo.

No inicio do experimento (0 dias), com 30 dias, 60 dias e 90 dias, foi feita a
quantificacdo de microrganismos (BHT, FF, MDO), e a determinacdo de HTP. A
umidade foi ajustada sempre que necessario a 40% durante todo o experimento.
Periodicamente, foi realizado o revolvimento do solo, monitoramento do pH e da

temperatura do solo.

5.5 Procedimentos analiticos realizados com o solo e os residuos vegetais
Para a caracterizacdo do solo as andlises fisico-quimicas e quimicas foram
realizadas na EMBRAPA Solos, localizada no Jardim boténico, RJ. A analise de HTP
e de biologia molecular do solo foram realizadas no CETEM, localizado na UFRJ,
RJ. As analises de caracterizacdo quimicas dos materiais vegetais foram realizadas

pelo Laboratério de solos da UENF, localizada em campos dos Goytacazes, RJ.

5.5.1 Elementos quimicos

Para a determinacéo dos elementos quimicos do solo e dos residuos vegetais
as amostras destes materiais foram anteriormente tratadas com diferentes
extratores. No solo o Fe, Al, Cd, Cr, Cu, Pb, Ni, V e Zn foram extraidos com solucéo

de agua régia invertida por digestdo em micro-ondas de acordo com a metodologia
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descrita pela USEPA (2007). O P e o K foram extraidos por Mehlich-1, e o Ca, Na,
Mn e Mg extraidos por KCI mol Lt (EMBRAPA, 1997). Para as plantas, a extracdo
dos elementos quimicos foi realizada por digestéo nitrico-perclérica (ANDERSON E
INGRAM, 1996).

A quantificacdo dos elementos quimicos foi realizada utilizando os métodos
descritos no manual da EMBRAPA (1997). As quantidades de Fe, Al, Cd, Cr, Cu,
Pb, Ni, V, Zn, Ca, Mn e Mg foram determinadas por espectrofotometria de absor¢cao
atdmica com chama. O P foi analisado por espectrofotometria na regido visivel (725
nm), e o K e Na por fotometria de emissdo em chama. O N foi analisado pelo método
Kjeldahl, e o teor de carbono organico foi determinado por oxidagcdo com Kz2Cr207
0,21 mol L't em meio acido conforme descrito por ANDERSON E INGRAM, 1996.

Os polifendis totais dos residuos vegetais foram determinados utilizando o
método de Folin-Denis com 50% de metanol (ANDERSON E INGRAM, 1996). A
curva padréo foi preparada utilizando acido tanico. As cinzas, lignina e os teores de
celulose nos materiais vegetais foram determinados pelo método de fibra em
detergente acido (FDA) de VAN SOEST E WINE (1968), que é baseado na
separacao dos diferentes constituintes.

5.5.2 Textura

Foram verificadas as proporcdes de areia, silte e argila presentes no solo.
Para tal, foi utilizado o principio de que a matéria em suspenséo (silte e argila)
confere determinada densidade ao liquido. Portanto, com a ajuda de um densimetro,
relacionaram-se as densidades com o tempo de leitura e com a temperatura,
calculando com esses dados a porcentagem das particulas (EMBRAPA, 1997).

A determinacéo foi feita colocando-se 25 g de TFSA em dois beckers de 250
mL. Em um deles, foram adicionados 12,5 mL de NaOH 1 mol/L e 50 mL de agua
destilada. No outro, colocou-somente agua destilada. Ambos ficaram em repouso
por 15 minutos. Apds esse tempo, as suspensdes dos beckeres foram transferidas
para dois copos metalicos do agitador Hamilton Beach, e os volumes foram
completados com agua destilada até 2/3 da capacidade do copo do agitador,
agitando-se por 10 minutos a 12.000 rpm. Apds essa etapa, o conteudo foi
individualmente transferido para uma proveta de 500 mL, que teve o volume
completado com agua destilada, estando o densimetro dentro da suspensao. O

densimetro foi entdo retirado e o conteudo foi homogeneizado com um agitador
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manual durante um minuto. Apos 0 repouso, foi anotado o tempo de inicio da
sedimentacdo. ApOs quatro minutos do inicio da sedimentacdo, o densimetro foi
colocado novamente para fazer a leitura do silte + argila, verificando-se a
temperatura da suspenséo, para correcao posterior da leitura. Posteriormente, duas
horas a partir do inicio da sedimentacéo, foi feita a leitura da argila. Para a amostra
que foi dispersa em agua destilada, foi feita uma unica leitura. A temperatura da
suspensao foi entdo verificada novamente para posterior correcao da leitura.

O densimetro mede a densidade da suspensdo, sendo necessario verificar
sua correspondéncia com o densimetro de Bouyoucos, calibrado em g de solo/ L de
suspensao. Além disso, sempre que a andlise é realizada, o densimetro deve ser
colocado com cuidado para evitar perturbacao na suspensao.

Para o conhecimento das fracdes do solo em porcentagem (%) foram

realizados os célculos a seguir (Equacdes 5.1, 5.2 e 5.3):

(1° leituta corrigida — 2° leitura corrigida) * 50 Equacdo 5.1

Silte (%) =
(%) massa de TFSA

(2° leitura corrigida) * 50 Equacédo 5.2
massa de TFSA

Argila (%) =

Areia (%) = 100 — % silte — % argila Equacéao 5.3

Sendo:

TFSA = Terra fina seca ao ar

5.5.3 Capacidade de retencao de agua

A metodologia adotada para a determinacdo da capacidade de retencédo de
agua (CRA) foi adaptada de ALEF E NANNIPIERE (1995). Para tal, o solo foi seco, e
20 g desse solo foram pesados e transferidas para papel de filtro em funil, que teve
como suporte uma proveta de 100 mL de capacidade previamente pesada. Cerca de

100 mL de agua destilada foram adicionadas ao solo e, fechada a parte superior do



59

funil para que ndo houvesse evaporacao, durante 24 h, ou tempo suficiente para que
houvesse percolacéo total da agua para a proveta. A proveta com a agua percolada
foi pesada, e os valores determinados foram usados no calculo da capacidade de
retencdo de agua (Equacao 5.4).

CRA = (Pi mSPf) « 100 Equaco 5.4

Sendo:

CRA = capacidade de retencao de agua [%0]

Pi = Peso inicial da proveta com 100 mL de agua [g]
Pt = Peso final da proveta com agua percolada [g]

ms = Massa do solo seco [q]

5.5.4 Umidade
O teor de umidade dos solos foi verificado pelo método gravimétrico em
balanca analitica digital V200 GEHAKA, com secagem por infravermelho, que

fornece o valor da quantidade de agua da amostra automaticamente.

5.5.5 pH

A determinacédo do pH do solo foi feita pela metodologia realizada em &agua,
de acordo com BAPTISTA (2007). Para tal, foram utilizados 10 g de solo acrescidos
de 25 ml de agua destilada. A mistura foi agitada por 15 minutos em placa magnética
para homogeneizacdo e em seguida a medi¢do foi feita em um potenciémetro digital
da marca QUIMIS, modelo Q400AS.

5.5.6 Determinacgao de hidrocarbonetos totais do petréleo
Buscando avaliar a degradacdo dos hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP)
presentes no solo impactado por borra oleosa de petroleo nos diferentes tratamentos

de solos avaliados, a determinacdo dos HTP foi realizada de acordo com a
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metodologia descrita por TAKETANI et al. (2015). As amostras de solo foram
submetidas a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar em temperatura de
60°C durante 16 horas. Posteriormente, o solo foi macerado, e 1 g de solo foi
pesado e misturado a 2 g de sulfato de sodio anidrido, com o objetivo de secar
totalmente a amostra de solo. Para a extracdo de HTP foram adicionados 25 ml de
n-hexano (padrdao HPLC, Tedia) nas amostras de solo secas, que foram colocadas
por 60 minutos em ultrassom. O extrato permaneceu em repouso por cerca de 10
minutos, e a leitura do sobrenadante foi feita por espectrometria de infravermelho
utilizando o equipamento Infracal (modelo HART-T da Wilks Enterprise). A curva
padrao foi feita utilizando 6leo extraido do mesmo solo de landfarming avaliado

neste trabalho.

5.5.7 Bactérias heterotroficas totais

A concentracdo de bactérias heterotrdficas totais (BHT) das amostras de solo
foi avaliada pelo método em profundidade (pour plate method). Para tal, tomando
cuidado para a realizagédo do trabalho em conformidade com as técnicas assépticas,
10g do solo foram inseridas em frasco Erlenmeyer de 500 mL de capacidade
contendo 90 mL de solucao fisiolégica a 0,85% de NaCl. A mistura foi colocada sob
agitacao por 30 minutos em incubadora agitada para a dispersao das células do solo
e, logo a segquir, a partir do sobrenadante (suspensao celular), foram preparadas
diluicbes, em tubos de ensaios, também com solucéo fisiolégica a 0,85% de NaCl,
variando de 10! a 10*l. De cada diluicdo, foi retirada uma aliquota de 1 mL, e
adicionada em placas de Petri estéril, sobre as quais, verteu-se 18 mL do meio de
cultivo Agar Nutriente (Tabela 5.4), fundido na temperatura de 45°C. Posteriormente,
foi realizada a homogeneizacdo das placas (feitas em duplicatas). Apdés a
solidificagdo do meio, as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 30° +
2°C durante 48h e, posteriormente, foi realizada a contagem das col6nias presentes.
Os resultados foram calculados com base no volume de aliquota e diluicdo, e

expressos em UFC (unidade formadora de col6nia) por grama de solo seco.

Tabela 5.4 Composicdo do meio de cultivo Agar Nutriente

Componentes Concentracgéo (g/L)
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Peptona decarne

Extrato de carne

Glicose

Agar-agar 15
pH do meio =7,0£0,2

5.5.8 Fungos filamentosos

A determinacdo da concentracdo de fungos filamentosos (FF) nas amostras
de solo foi realizada de acordo com 0 mesmo procedimento descrito acima para as
bactérias heterotroficas totais, embora a contagem dos fungos tenha sido realizada
apos 72h. O meio de cultivo utilizado foi o Agar Sabouraud (Tabela 5.5), que é
apropriado para o crescimento desses microrganismos, sendo adicionados 50 ppm

de amoxicilina, com o intuito de inibir o crescimento de bactérias.

Tabela 5.5 Composicdo do meio de cultivo Agar Sabouraud

Componentes Concentragéo (g/L)
Peptona 10
Dextrose 40
NaCl 6,5
Agar - agar 20

pH do meio =5,5% 0,2

5.5.9 Microrganismos degradadores de 6leo

A contagem dos microrganismos degradadores de 6leo (MDO), capazes de
degradar os hidrocarbonetos presentes na borra oleosa do petroleo foi realizada de
acordo com a metodologia adotada por WRENN E VENOSA (1996). Assim como ha
metodologia adotada para quantificagcdo das BHT, tomou-se o cuidado de realizar o
trabalho em conformidade com as técnicas assépticas, e foram preparadas diluicoes



62

de aliquotas do solo, de 10! até 108, em solucéo fisiolégica de NaCl a 0,85%, de
onde foram retiradas aliquotas de 0,1 mL, que foram transferidas para trés pocos de
uma microplaca de 24 pocos ( Figurura 5.11), que anteriormente receberam 1,7 mL
do meio de cultivo mineral Bushnell Haas (BH), cuja composicdo esta descrita na
Tabela 5.6. Posteriormente, em cada poco inoculado foram adicionados 5uL de 6leo
arabe leve estéril. As placas foram colocadas em estufa bacteriologica, e incubadas
a 30°C durante 7 dias. ApOs esse tempo, a degradacdo do 6leo e, portanto, o
crescimento dos microrganismos degradadores de 6leo, foi avaliado visualmente,
comparando-se 0s pocos que receberam o6leo e que tiveram a adicdo de 0,1 mL de
agua destilada estéril ao invés da aliquota de solo diluida (teste em branco). Os
resultados foram expressos através da técnica do numero mais provavel (NMP), em

NMP por grama de solo seco.
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Figura 5.11 Placa de cultura de células de 24 pogos. O controle (C) consiste no teste em branco
realizado em triplicata. Nos demais pogos estdo presentes as diluicdes do solo (de 10-2 até 108)
também em triplicata, indicando onde houve degradac&o pelos microrganismos.

Tabela 5.6 Composicdo do meio de cultivo Bushnell Haas.

Componentes Concentracéo (g/L)
Sulfato de magnésio 0,20
Cloreto de calcio 0,02
Fosfato de potassio monobasico 1,0
Fosfato de potassio dibasico 1,0

Nitrato de amonio 1,0
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Cloreto férrico 0,05
pH do meio =7,0 £ 0,2

5.5.10 Biologia molecular do solo pela tecnologia de sequenciamento de nova
geracao

Foi realizado um sequenciamento em larga escala do gene que codifica o
rRNA ribossomal do Dominio Bacteria. Para isso, foi feita a extracdo de DNA com o
kit de extracdo de DNA comercial Fast DNA spin kit for soil (MPBIo), seguindo as
instrucdes do fabricante. Foram utilizados os primers 967f e 1193r para a
amplificacdo dos genes que codificam o rRNA 16S de Bacteria (SOGIN et al., 2006;
WANG E QIAN, 2009). Nas reacdes de PCR visando o sequenciamento por lon
Torrent, foram acrescentados sequéncias debarcode (AMARAL-ZETTLER et al.,
2009), a extremidade 5 dos iniciadores “forward”. Da mesma maneira, foram
adicionadas as extremidades 5 dos iniciadores sequéncias de adaptadores
especificos para a amplificacdo por PCR em emulsdo (em PCR) necessaria para o
sequenciamento por lon Torrent. Bibliotecas para sequenciamento em larga escala
foram preparadas usando o kit lon PGM Template OT2 200pb segundo o protocolo
do fabricante (Life Technologies). O sequenciamento foi realizado usando o
instrumento lon Torrent PGM system usando o kit lon PGM sequencing kit 200pb e
chip 316v2. As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando a plataforma Qiime
(CAPORASO et al., 2010), e todas as analises estatisticas também foram realizadas
utiizando esse mesmo software, com o comando core_diversity analysis.py
(KAVAMURA et al., 2013).

5.5.11 Avaliacao da evolucédo de COzacumulado do solo

O CO2 da solucdo de NaOH foi determinado potenciometricamente por
titulacdo com HCI 0,5 mol L no intervalo de pH de 8,3 a 3,7, segundo método
descrito por SALCEDO E SAMPAIO (1982), apos ter sido adicionado a solugéo, 2
mL de BaClz a 10% e 1 gota de fenoftaleina.

5.5.12 Planejamento fatorial 32 do experimento em microcosmo
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A andlise estatistica foi realizada com os dados de remocédo de HTP do
ensaio em microcosmo. O objetivo da analise foi verificar a melhor condicdo de
tratamento, ou seja, a melhor combinacdo de BC/SS para promover a maior
remocéo de HTP. Para tal, foi executado o planejamento experimental fatorial 3% no
programa Statistica™ (v. 12.0), trabalhando com um intervalo de confianca de 90%
(Tabela 5.7). Os experimentos foram realizados em duplicata, totalizando 18
ensaios. As variaveis estudadas foram os materiais vegetais (BC e SS), e 0s niveis
foram as quantidades desses vegetais (Tabela 5.7).

Tabela 5.7 Descri¢do do experimento analisado estatisticamente pelo planejamento fatorial 32

Experimento SS (Xy) BC (X2)
1 -1* -1*
2 O *%* _1 **
3 +1 *k*% _1 *k*
4 -1 0
5 0 0
6 +1 0
7 -1 +1
8 0 +1
9 +1 +1

Para a SS os niveis foram: *-1= 0 g kg de solo, ** 0= 10 g kg'* de solo e *** +1= 20 g kg™ de solo.

Para o BC, os niveis foram: *-1= 0 g kg* de solo, ** 0= 20 g kg de solo e *** +1= 40 g kg de solo.

A andlise do planejamento experimental do tipo 32 gera uma andlise de
variancia (ANOVA), e o modelo utilizado apresenta valores de coeficientes b, que
séo calculados para cada termo da equacao, em que b0 é o termo independente que
corresponde ao intercepto da reta no eixo y. A variavel resposta é a incognita Z, que
corresponde a remocao de HTP, e as incognitas X1 e X2 sdo as variaveis SS e BC

correspondentes aos niveis (quantidade de material vegetal), respectivamente.
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Foi com a andlise estatistica que foi possivel definir melhores resultados de

remocao de HTP para ampliar a escala do experimento.

Capitulo 6

Resultados e Discussao

O presente capitulo trata da apresentacao, andlise e discusséo dos resultados
obtidos apdés o tratamento de biorremediacdo de um solo de Landfarming que
recebe borra oleosa do petréleo periodicamente, apos a adicdo de residuos
vegetais. O tratamento realizado consistiu na adicdo do bagaco de cana-de-agucar
(BC) e da serapilheira do sabia (SS) no solo, de forma separada e/ ou combinada.
Os resultados foram abordados seguindo uma sequéncia. Primeiramente sera
mostrada a caracterizacdo do solo e dos residuos vegetais. Posteriormente, 0s
resultados foram divididos em duas etapas: Ensaios preliminares, para avaliar a
atuacado dos residuos vegetais como fonte de C e N; e analise da evolugédo de CO2
acumulado do solo. Apés a apresentacdo dos resultados preliminares foram
abordados os resultados do experimento em microcosmo, que foram 0s seguintes:
monitoramento do crescimento de microrganismos cultivaveis (BHT, FF, MDO);
avaliacdo dos grupos de microrganismos predominantes e da diversidade de
microrganismo pela técnica de sequenciamento em larga escala; determinacdo da

quantidade de HTP removida; e realizacdo do planejamento experimental fatorial 32
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para a escolha da melhor condicdo de tratamento. Por ultimo, serdo mostrados os
resultados do ensaio em escala maior, que foi montado utilizando a propor¢céo de BC
e SS indicada na estatistica como mais eficiente. Neste experimento foi avaliado o
efeito da combinacdo do BC e da SS incorporados no solo, ou na superficie do

mesmo sobre o crescimento da populacdo de BHT, FF, MDO, e na remocao de HTP.

6.1 Caracterizacado do solo

A caracterizacdo do solo foi feita com o objetivo de conhecer as principais
propriedades do solo para que o tratamento de biorremediagéo fosse implementado.
Os resultados da nélise da textura do solo estdo apresentados na Figura 6.1, que
mostra que a areia foi a fracdo predominante. A distribuicdo percentual das
particulas do solo permitiu a classificacdo do solo como franco, através da utilizacéo
do triangulo textural utilizado para classificagéo do solo (Figura 6.1).
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Figura 6.1 Composicéo textural do solo: argila (»),areia (m) € silte (m).

De maneira geral, quando a maior fracdo do solo € a areia, 0s solos sdo mais
permeéveis que o0s solos argilosos e siltosos. Essa caracteristica pode ser
importante quando o tratamento de contaminantes é realizado ex-situ, porque a
maior quantidade de areia facilita a infiltracdo de agua no solo, difusdo de gases, e 0
processo de biodegradacdo aerObia. Essa caracteristica também propicia um bom
contato entre os microrganismos e 0s contaminantes presentes no solo (JACQUES
et al.,, 2007), enquanto os solos com alto teor de argila apresentam maior
capacidade de retencdo de contaminantes, tornando-os menos disponiveis para a
degradacdo microbiana (OLIVEIRA E REGITANO, 2009).

O tratamento deste solo foi relizado ex-situ e, portanto, uma grande
guantidade de areia na composi¢cédo do solo ndo constitui um problema, mas caso o
tratamento seja realizado em éarea real, de forma in-situ, uma grande quantidade de
areia pode ser uma desvantagem, devido a alta permeabilidade dos solos arenosos,
0S contaminantes podem atingir aguas subterraneas. No entanto, esse problema
poderia ser contornado com a adicdo de materiais organicos vegetais ao solo. A
matéria organica pode promover uma melhoria ha adsorcédo de poluentes, como 0s
HPAs (GAN et al., 2009) e uma melhoria na capacidade de retencdo de agua do
solo dificultando, com isso, a contaminagéo dos lengadis freaticos.

O teor de umidade encontrado no solo estudado neste trabalho foi de 40%
(Tabela 6.1), ou seja, o solo apresenta 0,4 ml de agua por grama de solo. A
guantidade adequada de agua no solo € necessaria para o metabolismo dos
microrganismos, pois melhora a difusdo dos nutrientes e substratos para que 0s
microrganismos tenham acesso a eles. O teor de umidade deste solo esta de acordo
com o valor recomendado para estudos de biodegradagédo. Segundo JACQUES et
al. (2010), somente quando o teor de agua é inferior a 20% ocorre reducgéo
significativa da atividade dos microrganismos degradadores de 6leo (MDO) no solo.

Aléem da umidade do solo, outro parametro que indica se o solo apresenta
uma boa disponibilidade de dgua é a capacidade de retencdo de agua (CRA). Neste
trabalho, a CRA foi de 30% (Tabela 6.1), e esta na faixa de valores em que o solo é

capaz de fornecer agua em quantidade necessaria para que 0S microrganismos



68

possam promover a biodegradacao de hidrocarbonetos (de 25% a 85%) (LEMOS et
al., 2013). Portanto, o solo apresenta uma baixa demanda por irrigacdo, reduzindo
assim o0s custos no processo de biorremediagéo.

A CRA esta diretamente relacionada com a agregacao do solo. Normalmente,
solos muito arenosos, que apresentam uma maior quantidade de cargas na
superficie de suas particulas e ndo apresentam uma boa agregacao, apresentam
menor CRA, o que pode refletir em uma maiordemanda por irrigacdo (MOREIRA E
SIQUEIRA, 2006). Uma das maneirasde se obter um aumento da CRA desse solo
arenoso € fornecendo materiais organicos vegetais ao solo. Os residuos vegetais
podem formar agregados complexos e persistentes no solo, e ainda estimularem o
crescimento de alguns fungos, que através de suas hifas cobertas por
polissacarideos extracelulares ocupam os poros formados entre os microagregados
(agregados com diametro < 50 um), estabilizando assim 0s macroagregados
(agregados com diametro = 50 um) (EMBRAPA, 2013).

Tabela 6.1 Caracterizagdo fisico-quimica, quimica e microbiolégica das amostras de solo coletadas
do sistema landfarming de refinaria.

CARACTERIZACAO RESULTADOS

Umidade (%) 40,0+ 1,5
FISICO-QUIMICA CRA () 30.0£35
pH 6,5+0,1
Ca (Cmolckg™) 22,6 +0,2
Mg (Cmolckg™?) 1,4+0,2
K (Cmolckg™) 0,2+0,0

N (mg kg™?) 4200,0 £ 0,2

P (mg kg 270,3+55

QUIMICA Fe (mg kg?) 108,2+ 7,5
Mn (mg kg™?) 10,6 +1,2
V (mg kg™) 84,0+538
Ni (mg kg 59,0+ 1,5
Cd (mg kg™ 1,8+0,3

Cu (mg kg™ 296,7 + 10,2
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Pb (mg kg?) 78,9+5,8
Cr (mg kg™) 75,3+3,9
Al (mg kg) 17926,7 + 1153,4
Zn (mg kg?) 1121,7 + 22,3
HTP (mg kg™?) 32.251,0+0.2
Bactérias heterotréficas totais (BHT) | 1,12x108+ 1,63x10’
Fungos filamentosos (FF) 4,35x10%+ 9,19x10°
MICROBIOLOGICA Microrganismos degradadores de
Oleo (MDO) 2,50x105 + 0,00

O pH verificado no solo inicialmente foi de 6,5 (Tabela 6.1). Este valor esta
dentro da faixa de pH em que normalmente s@o encontradas bactérias e
actinobacterias (6 - 8) (MADIGAN et al., 2010). Neste valor de pH os fungos também
estdo presentes. O valor do pH proximo a neutralidade € vantajoso porque pode
propiciar a atividade de microrganismos sem que se faca necesséria a realizacédo de
técnicas para correcdo do pH, conhecida como calagem, o que demandaria um
custo maior para o tratamento do solo.

Foram determinados alguns elementos no solo (Tabela 6.1). Esta avaliacéo é
importante porque 0S microrganismos precisam destes elementos para suas
atividades metabdlicas, e para apresentarem uma boa capacidade para degradar os
contaminantes presentes no solo.

O solo apresentou um teor bastante elevado de N (4200 mg kg solo) (Tabela
6.1). A avaliacdo do N no solo é essencial, visto que é um dos elementos mais
abundante no material celular dos microrganismos, chegando a compor 12% de uma
célula microbiana na formacao de proteinas, acidos nucleicos e outros componentes
celulares (MADIGAN et al., 2010). J4 o P, que também é bastante importante por
estar presente nos acidos nucleicos e fosfolipideos, deve encontrar-se no solo entre
200 e 3000 mg Kg* de P (NOVAIS et al., 2007), e também esta em uma quantidade
dentro do recomendavel (270,3 mg kg?) (Tabela 6.1). Além disso, o N e o P também
se encontram na propor¢cdo recomendada de C/N/P, de 100/15/1 (FILLER et al.,
2006), o que dispensa a fertilizagdo do solo, e portanto coopera para reduzir 0s

custos com o tratamento do solo, pratica frequentemente adotada para promover o
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bioestimulo dos microrganismos envolvidos na biodegradacdo dos contaminantes
presentes no solo.

Além do N e do P, os elementos K, Ca e Mg também sao importantes para o
metabolismo microbiano. O K, por exemplo, é necessario para todos 0s organismos
na sintese de proteinas. Recomenda-se uma relacéo entre ele e o P de 1/1 (FILLER
et al., 2006). O Mg funciona como estabilizador de ribossomos da parede celular e
dos acidos nucleicos e ainda é utilizado para a atividade de muitas enzimas como
um cofator. O Ca, apesar de nao ser essencial para todos 0os microrganismos, ajuda
a estabilizar a parede celular bacteriana e tem a importante funcdo de fornecer
termoresisténcia a enddsporos (MADIGAN et al., 2010).

Alguns elementos sao requeridos pelos microrganismos para seu
metabolismo em quantidades ainda n&do reportadas pela literatura. Normalmente
embora sejam necessarios para o metabolismo celular, sdo requeridos em pequenas
guantidades. O Fe é fundamental para a respiracdo celular, e também é um
elemento chave para os citocromos e para as proteinas que contém ferro e enxofre
envolvidos no transporte de elétrons. O Mn é ativador de muitas enzimas (MADIGAN
et al., 2010).

Na literatura consultada néo foi verificado valores referenciais para Ca, Mg,
Fe e Mn, para o metabolismo de microrganismos biodegradadores de 6leo. Apesar
da maioria dos nutrientes serem importantes para 0S microrganismos, os elementos
frequentemente investigados nos trabalhos de biorremediagdo sdo os
macronutrientes N, P e K, considerados 0s mais importantes para o crescimento dos
microrganismos (MADIGAN et al., 2010).

A Tabela 6.1 mostra que no solo deste trabalho foi encontrado um numero
maior de BHT (1,12x108 UFC g solo) que em solos sem histérico de contaminacéo.
A quantidade de FF foi de 4,4 x 10* UFC g solo, e a de MDO de 2,5 x 10° NMP g
solo. A quantidade de microrganismos varia de acordo com o tipo e manejo do solo,
mas a densidade de bactérias geralmente € maior do que a de outros grupos
microbianos no solo (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006). Em geral a distribuicdo de BHT
em solos ndo contaminados varia entre 3 a 7 na ordem de grandeza, FF entre 3 a 4
na ordem de grandeza, e MDO de 2 a 6 na ordem de grandeza na camada de O - 20
cm de solo (ALRUMMAN et al., 2015; SHAHSAVARI et al., 2013; MADIGAN et al.,

2010). A grande populacao de bactérias no solo pode ser explicada pela presenca
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de HTP no solo. Os hidrocarbonetos presentes na borra oleosa do petrdleo podem
ter atuado como fonte de C para alguns microrganismos com capacidade para
degrada-los. De fato, a quantidade de MDO verificada (2,5 x 10° NMP g solo) pode
ser considerada alta. Estima-se que, em solos ndo contaminados por petréleo,
apenas 0,1% dos organismos sao hidrocarbonoclasticos.

Os valores encontrados para os metais (Tabela 6.1) estdo abaixo do que é
preconizado pelo Ministério do Meio Ambiente do Brasil através do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2014) para intervencdo em areas industriais
(VI) (Quadro 4.4). Apesar disso, todos 0s metais estdo presentes em quantidades
acima do valor adotado para o qual justifica a prevencao (VP) (Quadro 4.4). Este
parametro, junto ao teor de HTP encontrado no solo (32.251,0 mg kg solo) (Tabela
6.1), que é considerado alto de acordo com os valores de referéncia da lista
holandesa de 2000 (CETESB, 2014) (Quadro 4.5), indica que a area necessita da
adocao de técnicas que possam auxiliar a reduzir o nivel de contaminacao no solo,
especialmente se for considerado um futuro descomissionamento, pois o local do
landfarming esté cercado por casas.

A adicdo de materiais organicos vegetais no solo pode contribuir para tornar
0S metais menos disponiveis. Alguns materiais vegetais promovem um aumento no
pH do solo, o que pode tornar alguns metais como Fe, Zn, e Al menos disponiveis e
menos toéxicos (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006). Além disso, os residuos de plantas
contém A&cidos organicos, que podem formar grupos funcionais (principalmente
carboxilicos e fendlicos), participando de reac¢des quimicas no solo como
complexacdo acido organico-metal, reducdo da toxidez por Al, adsorcdo de ions, e
lixiviagdo de elementos no solo (PAVINATO E ROSOLEM, 2008).

6.2 Caracterizacdo dos residuos vegetais

Assim como é importante conhecer as caracteristicas do solo que sera
tratado, para que se faca a escolha do melhor método de biorremediacdo a ser
realizado, também é fundamental que se faca a caracterizagdo dos materiais
vegetais, caso o tratamento escolhido contemple a utilizacdo de residuos vegetais
com o objetivo de melhorar o processo de biorremediacdo no solo. A biodegradacao

de HTP pode estar diretamente associada a composi¢cao do material vegetal.
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Os resultados encontrados na analise quimica do BC e SS mostram que a
serapilheira do sabia apresentou maiores teores para alguns elementos (Tabela 6.2),
sugerindo que a SS pode atuar melhor do que o BC quando o efeito desejado for
melhorar a composi¢cao nutricional do solo para estimular o crescimento de

microrganismaos.

Tabela 6.2 Caracterizacdo dos residuos vegetais.

Caracterizagdo quimica

Material

Ca Mg K Na N c Pol Cel Lig
Vegetal

mgkg! %
BC 500,0 3833 421,3 3.400,0 500,0 0,1473 3946 0,3829 33,92 6,96

S8 525,0 121715 1.9395 1,500,0 6000 13841 36,36 0.4962 24,08 51,08

Pol - Polifendis, Cel - Celulose, Lig - lignina.

As taxas de decomposicdo do material vegetal e da liberacdo de nutrientes
sdo reguladas pela interacdo das variaveis qualitativas do substrato, condi¢bes
ambientais e organismos decompositores. No que diz respeito ao material vegetal,
diversos indices de qualidade tém sido propostos como bons preditores da taxa de
decomposicdo e liberacdo de nutrientes, destacando-se as relacbes C/N, C/P,
polifenol/N e lignina/N (GAMA-RODRIGUES et al., 1999; FONTES, 2006; NDAW et
al., 2009).

Todas as relacBes analisadas neste trabalho foram menores para a SS do
gue para o BC (Tabela 6.3). Destacaram-se as relacdes entre Celulose/N, C/N, e
Polifenol/N, que chegaram a ser de aproximadamente 13, 10, e 7 vezes menores na
SS do que no BC respectivamente.

Tabela 6.3 Relagdes entre alguns componentes presentes nos residuos vegetais.
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Material C/N CIP Polifenol/N Celulose/N Lignina/N
vegetal
%
BC 267,890 0,078 2,600 230,280 47,250
S8 26,270 0,069 0,358 17,398 36,905

Residuos vegetais que apresentam essas relacbes em valores menores
decompdem-se mais rapido do que os que apresentam essas relacbes com valores
mais altos (SILVEIRA E FREITAS, 2007). Esses dados indicam que a serapilheira do
sabia atua melhor como fonte nutricional do que o BC.

A quantidade de celulose € maior no BC que na SS, enquanto a quantidade
de lignina € maior na SS (Tabela 6.2). A importancia de se conhecer a quantidade
desses componentes na estrutura dos materiais vegetais, € que diferentes
proporcdes deles pode conferir uma maior labilidade ou recalcitrancia ao material
vegetal, influenciando diretamente na degradacdo dos mesmos pelos
microrganismos envolvidos. Os fungos, por exemplo, crescem bem na presenca de
materiais organicos vegetais que possuem em sua composicdo uma grande
guantidade de celulose como fonte de carbono (SASHAVARI et al., 2013). Isso
porque a fracdo celulésica encontra-se envolvida pela lignina, cuja funcdo é
aumentar a resisténcia da estrutura dos vegetais a ataques quimicos e enzimaticos
(MURPHY E MCCARTHY, 2005). Estes componentes resultam em um material
flexivel, porém altamente resistente a algumas espécies de microrganismos que nao
apresentam enzimas ligninoliticas para degradar a lignina (MURPHY E MCCARTHY,
2005).

6.3 Ensaio preliminares

6.3.1 Ensaio para avaliar os residuos vegetais como fontes de C e N para os

microrganismos do solo.
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Este teste foi realizado com o intuito de verificar a participacdo dos residuos
vegetais como fonte de C e N, tendo em vista que foi verificado maior crescimento
na populacdo de microrganismos (BHT, FF e MDO) quando o BC e a SS foram
adicionados (ensaios 3, 4, 5, 6, 7) em relacdo aos solos que nao receberam
materiais vegetais (ensaios 1 e 2), o que pode ser verificado na Tabela 6.4.

Na Tabela 6.4 foi observado um aumento no numero de BHT, FF e MDO nos
ensaios que receberam BC como fonte de C com e sem indculo (ensaios 3 e 4), e
SS com e sem indculo (ensaios 5 e 6), exceto para 0s ensaios abiéticos (ensaios 2 e
8). Isso sugere que 0s microrganismos presentes nos residuos das plantas também
foram importantes para incrementar a capacidade de biodegradacdo. De acordo com
HAMZAH et al. (2014), residuos vegetais como por exemplo o BC, contém
microrganismos degradadores de xenobioticos, incluindo bactérias, actinobacterias e
fungos lignoliticos. Os microrganismos oriundos do material vegetal podem aumentar
a guantidade de microrganismos capazes de promover a degradacdo de HTP no
solo, e 0s materiais vegetais acabam atuando como facilitadores do bioestimulo e do
bioaumento (HAMZAH et al., 2014).

Tabela 6.4 Avaliacdo do crescimento microbiano na presenca de bagaco de cana-de-agucar (BC) ou
da serapilheira do sabia (SS) como fonte de C e N. Bactérias heterotréficas totais (BHT), Fungos
totais (FF) e microrganismos degradadores de 6leo (MDO).

Ensaio Tempo Condicéo BHT FF MDO
1 0 dias BH + | 1,1 x 104 >30 4,5x 108
1 15 dias BH + | 1,2 x 107 >30 1,1 x 10
2 15 dias BH + 1+ Ag NOs3 >30 >30 >30
3 15 dias BH+1+BC >10%3 >10’ 1,4 x1010
4 15 dias BH + BC >1013 >10 1,1x1010
5 15 dias BH+1+SS 2,3x10® 35x104 1,1x10%
6 15 dias BH + SS 2,6 x101% 3,3x10% 4,5x10%
7 15 dias BH (-N) + 1 + SS 9,9x 10 8,2x10% 25x11%
8 10 dias BH (-N) + AgNO3 + SS >30 >30 >30

BH- meio de cultivo Bushnell Haas, I- Inéculo, AQNOs — nitrato de prata (biocida), BC- bagaco de
cana-de-acucar, SS- serapilheira do sabia, (-N)- BH sem fonte de N mineral.
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O ensaio 7 mostra que os microrganismos foram capazes de utilizar o SS
como fonte de N, uma vez que o residuo vegetal era a Unica fonte desse nutriente e
possui alto conteudo de N (Tabela 6.4).

Podemos observar que o BC e o SS promovem o crescimento de diferentes
tipos de microorganismos (BHT, FF e MDO) (Tabela 6.4). O crescimento dos
microrganismos BHT e FF foi mais significativo nos meios com BC (ensaios 3 e 4) do
gue com SS (ensaios 5 e 6) (Tabela 6.4). No entanto, o meio com SS foi mais
eficiente na estimulacdo do crescimento de MDO (ensaios 5, 6 e 7) (Tabela 6.4).
Esse perfil dos microrganismos presentes em um solo contaminado com petréleo
enfatiza a importancia do maior teor de N da SS para a estimulagdo dos MDO
presentes no solo (LIM et al., 2016). Por outro lado, o BC foi a melhor fonte de C
para 0Ss microrganismos. Isso ocorreu provavelmente devido a sacarose presente
nas fibras do BC, o que estimulou fortemente o crescimento de BHT e FF.
Considerando ainda que ambos o0s residuos podem atuar como materiais
estruturantes, o uso combinado de SS e BC indica um maior efeito na obtencéo da
degradacdo do HTP pelos microrganismos, e, consequentemente, na reducdo da
contaminacao do solo.

6.3.2 Evolucéo de CO2 acumulado

A evolucdo acumulada de COz, que também é denominada de respiracéo do
solo, se trata de uma medida indireta utilizada para acompanhar a atividade
microbiana do solo. Quando realizada junto com determinacdes diretas da atividade
microbiana, como a quantificacdo de microrganismos cultivaveis, e andlise de
biologia molecular, constitui uma ferramenta que pode incrementar as informacgdes
referentes a atuacdo microbiana no processo de biorremediacéo.

Conforme pode-se verificar na Figura 6.2, as curvas de respiracdo acumulada
do solo (evolugcdo de CO2 acumulado), 57% ocorreram, em média, até 28 dias de
incubacédo (quarta semana), e 88% até 63 dias de incubagédo (nona semana) (Figura
6.2).
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Figura 6.2 Curvas da evolucdo de CO2 acumulado dos solos que receberem diferentes quantidades
de bagaco de cana-de- acucar (BC) e da serapilheira do sabia (SS) durante 90 dias. Solo sem
tratamento (controle) (4); solo com 0,5 g de SS (10 g kg1) (4); solo com 1 g de SS (20 g kg?) (m);
solo com 1 g BC (20 g kg?) ("); solo com 2 g BC (40 g kg!) (M); solocom 0,5 gde SS(10gkgt el
g de BC (20 g kg?) (®); solo com 0,5 g de SS (10 g kgt) e 2 g de BC (40 g kg'?) (M); solo com 1 g de
SS (20 g kgt) e 1g de BC (20 g kg?) (- ); solo com 1 g de SS (20 g kg?) e 2 gde BC (40 gkg™?) ( ).
A curva de CO2 acumulado é feita com o somatério de cada semana. Portanto, os desvios sao de
cada tempo de incubacéo, e foram abaixo de 23% para o solo do controle e abaixo de 10% para os
solos tratados com BC e SS.

O perfil das curvas sugere que entre 30 e 60 dias de incubacdo ocorreu maior
atividade microbiana. Resultados semelhantes foram observados por CAYUELA et
al. (2009) e QIN et al. (2010), que relataram maior liberacdo acumulada de CO:2 na
terceira semana de incubacdo e atribuiram esse resultado a decomposi¢cdo das
fracOes organicas labeis presentes no solo. Para eles, a diminuicdo dos compostos
organicos, representada pela liberacdo acumulada de CO2 ao longo do tratamento
do solo, sugere uma concentragao crescente dos microrganismos presentes no solo,
e no caso deste trabalho, pode indicar uma maior decomposicdo de compostos
poluentes, como os HTP.

Os resultados da Figura 6.2 indicam que o CO:2 foi gradualmente liberado
durante o periodo de incubacdo. A menor liberacdo de CO: foi verificada no solo

controle (905,06 mg kg de solo) (Figura 6.2).
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Nos ensaios que receberam cada residuo de planta separadamente observa-
se que até a 132 semana o0 solo que continha apenas SS apresentou a menor
liberacdo acumulada de CO2, independentemente da concentracdo aplicada
(2380,71 mg CO:2 kg de solo em média), enquanto o BC sozinho foi responsavel
por 2,6 vezes mais liberacdo de CO2 acumulado do que a SS (6244,74 mg CO:2 k?
de solo em média) (Figura 6.2). O uso das maiores quantidades de BC (2 g kg de
solo) ou SS (1 g kg* de solo) isoladamente promoveu maior liberacdo acumulada de
CO2 que nas menores quantidades destes residuos (Figura 6.2).

As combinacdes dos residuos vegetais foram, em geral, mais eficazes do que
os tratamentos com cada residuo sozinho (Figura 6.2). Os dois ensaios com a maior
quantidade de BC (2 g de SS kg de solo) apresentaram resultados equivalentes, ou
a maior liberagdo de CO2 acumulado ao longo do tratamento, independentemente do
teor de SS utilizado (0,5 ou 1 g de SS kg de solo), com média de 7942,49 mg CO:
kg solo (Figura 6.2). Os ensaios com a menor quantidade de BC (1 g de BC kg de
solo) com cada concentracdo de SS (0,5 ou 1 g SS kg?! de solo) foram menos
efetivos na liberacdo de CO2 acumulado do que com 2 g de BC (isolado) por kg de
solo, mas maior que 1 g de BC (isolado) por kg de solo.

O tratamento do solo com BC e SS teve um efeito mais significativo na
liberacdo de CO2 quando aplicados em conjunto. O BC e SS podem ter promovido
efeitos distintos na melhoria do solo, em relacdo aos fatores nutricionais e fisicos.
Ficou evidente que o uso de residuos vegetais € um método eficiente para estimular
a respiracdo do solo, mas com efeitos diferenciados, de acordo com composicéao do
material vegetal utilizado (Tabela 6.2). Os resultados de respiracdo do solo
encontrados neste trabalho foram maiores que os verificados por BARRETO et al.
(2010); CREAMER et al. (2011); NUNES et al. (2016), e em solos provenientes de
plantios de cana-de-aclcar, eucalipto, e de SS (cerca de 800 mg kg de solo). Essa
diferenca pode ser justificada pelo fato deste solo ter como substrato os
hidrocarbonetos da borra oleosa de petréleo, e, além disso, ter recebido material
vegetal como fonte adicional de C e nutrientes para a realizagéo do experimento.

Como fonte nutricional, o BC pode ter fornecido sacarose aos
microrganismos, pois as fibras provavelmente continham residuos do processo de
extracdo do caldo de cana e a sacarose é uma fonte de C facilmente assimilavel.

Além disso, o contetdo de lignina do BC foi baixo em comparacdo com os valores
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do SS (Tabela 6.2), o que provavelmente facilitou o acesso a fragéo de celulose do
BC em comparacdo a SS (MURPHY E MCCARTHY, 2005). Entretanto, SS foi
utilizada como fonte de nutrientes para os microrganismos, principalmente N. O SS
possui maior contetdo de N do que o BC (Tabela 6.2), e assim, uma relacdo C/ N
mais adequada (26,3) (Tabela 6.3) em comparacédo ao BC (267,9%), considerando a
presenca do contaminante e estimulando, portanto, 0 crescimento dos

microrganismos degradadores.
6.4 Experimento de biorremediacdo em microcosmo

6.4.1 Microbiologia do solo tratado com bagaco de cana-de-acucar

Na Figura 6.3 € possivel observar que os solos que receberam a adi¢do do
BC mostraram que durante o experimento houve um aumento do numero de
bactérias heterotroficas totais (BHT), fungos filamentosos (FF), e de microrganismos
degradadores de 6leo (MDO) em relacao ao solo controle no tempo 0 (com excec¢ao
para as BHT e MDO no tempo de 90 dias). O aumento da populacdo de
microrganismos no solo, apés a adicdo dos residuos vegetais, provavelmente se
deve a melhoria das propriedades do solo, em termos de difusdo de oxigénio,
umidade, nutricAo e algumas propriedades fisicas (BALOTA et al., 1998),
estimulando a atividade dos microrganismos que utilizaram os residuos vegetais

como substrato e nutrientes para manutencéo e crescimento.
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Figura 6.3 Gréfico do crescimento de bactérias heterotréficas totais (BHT), fungos filamentosos (FF),
e microrganismos degradadores de éleo (MDO) dos solos com bagaco de cana-de-acucar (BC) nos
tempos de 30, 60 e 90 dias. Solo sem tratamento (controle) (m); solo com 20 g kg solo de BC (m);
solo com 40 g kg solo de BC (m).

As populacdes de BHT e MDO do solo controle apresentaram um aumento no
namero de microrganismos em alguns dos tempos avaliados (Figura 6.3). Este
aumento pode ser atribuido ao ajuste regular da umidade e/ ou do processo
frequente de revolvimentodo no solo. Esses procedimentos podem ter melhorado a
mobilidade dos contaminantes, a difusdo de oxigénio e a distribuicdo da agua no
solo, 0 que aumentou a atividade microbiana (SILVEIRA E FREITAS, 2007).

A maior populagdo de BHT foi verificada com 60 dias de experimento (9,80 x
101° UFC g solo) quando o solo recebeu a menor quantidade de BC (20 g kg
solo). Esse valor foi 2 ordens de grandeza maior que a populacdo de BHT do solo

controle. HAMZAH et al. (2014) avaliaram a biorremediacdo de um solo
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artificialmente contaminado por 6leo cru com a adicdo de bagaco de cana-de-acgucar,
e a contagem bacteriana total apds a suplementacédo de 5% e 15% do bagaco de
cana aumentou 6% e 9%, respectivamente, alcancandol,9 x 101°UFC g de solo de
BHT.

Para os FF, a maior populacdo (10° de ordem de grandeza) foi verificada com
60 e 90 dias de tratamento, na maior quantidade de BC avaliada (40 g kg solo)
(Figura 6.3). Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por GABRIEL
(2008), que estudou uma faixa de concentracdo de BC de 0 — 300 g kg solo para o
tratamento de um residuo oleoso proveniente da separacédo de agua e 6leo realizada
em laboratério, e observou que na concentracdo de BC de 20 g kg™ solo ocorreu a
maior populacdo de BHT (2,0x10® UFC g solo), enquanto que nas concentracées
de BC mais altas (100 g, 200 g e 300 g kg solo), houve aumento da quantidade dos
fungos (de 103 UFC g para 10° UFC g solo).

As bactérias foram verificadas em maior nimero que os fungos e costumam,
de fato, se destacar nos processos de biorremediagcéo (ROS et al., 2010; ZHANG et
al., 2011). No entanto, a participacéo efetiva dos fungos ndo pode ser negligenciada,
pois seu crescimento micelial permite uma forte colonizacdo de substratos. Os
fungos também sdo bastante tolerantes as variacdes das condi¢cdes ambientais, e
sdo capazes de sintetizar e excretar diferentes enzimas. Algumas dessas enzimas
podem catalisar a digestdo de hidrocarbonetos e, portanto, melhorar a atividade
bacteriana no meio contaminado (LIMA et al., 2011).

No final do experimento (90 dias), as populacdes de BHT e FF dos solos que
receberam o BC apresentaram comportamentos diferentes. Enquanto as populacdes
de BHT decresceram, as dos FF se mantiveram constantes (Figura 6.3). Situacéo
semelhante ao que ocorreu para as BHT foi observada por SANTOS (2007), que
avaliou a adicdo do p6 da casca de coco verde como material estruturante na
biorremediacdo de um solo contaminado por petrdleo nas quantidades de 5 % (m/m)
e 10% (m/m), e encontrou populagdes de microrganismos heterotréficos totais de
108 a 10%° UFC g'solo (2 ordens de grandeza maior que o controle), que
decresceram em 60 dias de experimento. Segundo o autor, isso pode estar
relacionado a redugdo da concentracdo dos nutrientes inorganicos, resultante do
consumo de grandes quantidades de carbono organico, que teria estimulado a

populacdo heterotrofica em geral. E possivel que neste trabalho tenha ocorrido a
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reducdo de substratos mais facilmente assimilaveis elas que a lignina, a saber: a
sacarose restante do caldo da cana, e a celulose.

As populacdes de FF podem ter se mantido até o final do experimento porque
alguns desses microrganismos possuem capacidade para degradar lignina
(HAMZAH et al.,, 2014). No momento em que a concentracdo dos substratos
(sacarose e celulose) preferencialmente utilizados pelos fungos no solo, reduziu,
estes podem ter utilizado a lignina como fonte de carbono. Além disso, alguns
fungos possuem maior eficiéncia em degradar fracbes de hidrocarbonetos
aromaticos do que algumas bactérias (LIMA et al., 2011).

A populacdo dos microrganismos degradadores de 6leo (MDO) apresentou
um aumento da populacao ja no tempo de 30 dias (2 ordens de grandeza), nas duas
quantidades de BC avaliadas (20 e 40 g kg solo). Aos 90 dias de experimento, a
populacdo de MDO decresceu, refletindo o mesmo comportamento verificado para
as BHT (Figura 6.3), sugerindo que embora os FF tenham participado no processo
de biorremediacédo, as bactérias foram mais atuantes no processo (Figura 6.3). Nao
houve diferenca significativa entre o nimero de BDO nas duas quantidades de BC
utilizadas.

O fato de a maior quantidade de bagaco de cana adicionado ao solo (40 g kg
solo) nédo ter promovido um melhor aumento nas populacées de MDO pode estar
relacionado ao baixo teor nutricional. Esse material vegetal possui baixos teores
nutricionais (Tabela 6.2), e uma alta relagdo C/N (267,89 %) (Tabela 6.3), o que
afeta o consumo de substrato pelos microrganismos. Pode ser que a adicdo de
materiais vegetais ao solo como fonte adicional de C favoreca o crescimento da
populacdo nativa de microrganismos apenas se o material vegetal for capaz de

fornecer também os nutrientes em quantidades requeridas pelos microrganismos.

6.4.2 Microbiologia do solo tratado com a serapilheira do sabia

N&o houve diferenca significativa no crescimento de BHT e FF quando a SS
foi adicionada ao solo em relacdo ao solo controle (Figura 6.4). Apesar da SS
apresentar altos teores nutricionais, principalmente de N (Tabela 6.2), as
guantidades de serapilheira testadas, podem né&o ter sido suficientes para que ela
pudesse atuar como cossubstrato, ja que quando comparado ao BC, esse material

vegetal ndo contém sacarose, tem menos celulose, e possui uma maior quantidade
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de lignina (Tabela 6.2), tornando-o0 mais recalcitrante para 0S microrganismos.
Assim, como foi observado quando o BC foi adicionado ao solo, a adicdo de SS
também promoveu um nimero de BHT maior que o de FF.

A populacdo de MDO foi maior que a do solo controle apds 60 dias de
experimento. A maior populacdo de MDO (108 de ordem de grandeza) ocorreu com
60 e 90 dias, no tratamento com a maior quantidade da SS (20 g kg solo). Esses
resultados indicam que embora a serapilheira do sabia pareca nao atuar como uma
fonte de carbono adicional, ela atua como fonte de nutrientes para que oS
microrganismos possam degradar os hidrocarbonetos presentes na borra oleosa do
petréleo. De fato, a serapilheira do sabia possui maiores teores nutricionais (P, Ca,
Mg e N) e uma menor relacdo C/N (26,27%) que o BC (267,89%) (Tabela 6.3).
Corroborando com estes dados, em um trabalho realizado na regido norte do RJ,
gue avaliou a mineralizacdo de N em solo de leguminosas florestais e de uma
pastagem degradada, em que uma das leguminosas avaliadas foi a SS, igual a
utilizada neste trabalho, verificou-se uma maior mineralizagdo de N no solo que
recebeu a SS (NUNES et al., 2016).
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Figura 6.4 Grafico do crescimento de bactérias heterotréficas totais (BHT), fungos filamentosos (FF),
e dos microrganismos degradadores de 6leo (MDO) dos solos com a serapilheira do sabia (SS) nos
tempos de 30, 60 e 90 dias. Solo sem tratamento (controle) (m); solo com 10 g kg solo da SS (»);
solo com 20 g kg solo da SS (m).

Ao final do experimento (90 dias), as populacdes de BHT, FF e MDO dos
solos que receberam a SS apresentaram perfis semelhantes (Figura 6.4). Ao
contrario do que ocorreu para os solos tratados com BC, a populagdo desses
microrganismos se manteve igual no final do experimento (90 dias), com excessao
apenas das BHT, na presenca da menor quantidade de serapilheira (10 g kg solo)
(Figura 6.4). Para esta menor concentragdo de SS adicionada ao solo, este
decréscimo pode indicar que para essa quantidade de serapilheira (que foi a menor),

a reducdo da quantidade de nutrientes ocorreu de forma mais rapida. Outro fator que
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pode ter contribuido para a diminuicdo da populacdo de BHT é a reducdo do
bioestimulo em funcédo da reducdo da presenca dos pedacos da serapilheira do
sabid em 60 dias de experimento, que promovia uma maior aeracdo ao solo. Neste
tempo ja ndo era mais possivel observar visualmente a serapilheira do sabia,
quando adicionada na menor quantidade (10 g kg solo) (Figura 6.5), embora para o
solo que tinha recebido o BC na menor quantidade (20 g kg solo) ainda era

possivel visualizar os residuos vegetais (Figura 6.5).

Figura 6.5 Solo com adigdo de 10 g kg solo da serapilheira do sabia no inicio (A) e no final do
experimento (B), e com adi¢do de 20 g kg do bagaco de cana-de-agucar no inicio (C) e no final do
experimento (D).
Uma vez que o aumento da populacdo de MDO nos solos onde foi adicionada

a SS ocorreu em um tempo maior (60 dias) e se manteve aos 90 dias, e para 0s
solos que receberam o BC o0 aumento na populacao tenha ocorrido com 30 dias, e
nao tenha se mantido (Figura 6.3 e 6.4), a degradacdo da SS parece, de fato,
ocorrer de forma mais lenta, possivelmente devido a grande quantidade de lignina
presente nesse material vegetal (Tabela 6.2), conforme mencionado anteriormente.
Tendo em vista que a serapilheira do sabia possui um consideravel teor

nutricional, principalmente de N, a decomposi¢cdo mais lenta da serapilheira do sabia
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pode ser importante. Além de manter a populacdo de microrganismos ativa por um
tempo maior ao fornecer C e outros nutrientes gradativamente ao solo, pode evitar a
deficiéncia de alguns nutrientes, que muitas vezes € gerada pela retencdo do
nutriente no solo (P, por exemplo), ou perda de elementos no perfil do solo (N, por
exemplo), quando é realizada a fertilizacdo quimica.

Em solos mais argilosos e intemperizados, o P apresenta uma baixa
disponibilidade. Nestes solos, apesar deste nutriente na maioria das vezes estar
presente em quantidades adequadas, encontra-se pouco disponivel na solugcédo do
solo, por estar precipitado pelas formas i6nicas de Fe, Al e Ca, adsorvido pelos
oxidos e hidréxidos de Fe e Al e/ ou retido no interior dos minerais de alguns solos
(SALES et al., 2017). O N adicionado nestes solos por meio de fertilizagbes minerais
é frequentemente perdido por diferentes processos (AL-ANSARI E ABDULKAREEM,
2014).

6.4.3 Microbiologia do solo tratado com bagaco de cana-de-agclcar e a
serapilheira do sabia
Quando foi avaliado o efeito da adicdo combinada dos dois tipos de materiais
vegetais no solo foram verificadas as maiores populacbes de BHT, FF e MDO
(Figura 6.6).
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Figura 6.6 Gréfico do crescimento de bactérias heterotréficas totais (BHT), fungos filamentosos (FF),
e microrganismos degradadores de 6leo (MDO) dos solos com diferentes quantidades de bagaco de
cana-de-acucar (BC) e da serapilheira do sabié (SS) nos tempos de 30, 60 e 90 dias. Solo sem
tratamento (controle) (m); 20 g de BC + 10 g kg da SS (m); 20 g de BC + 20 g kg™! solo da SS (m); 40
g de BC + 10 g kg solo da SS (»); 40 g de BC + 20 g kg solo da SS (m).

As maiores populacées de BHT (1,69x10* UFC g solo) e FF (2,93x10® UFC
g* solo) foram obtidas com 60 dias de experimento (Figura 6.6). O crescimento das
BHT e dos FF foram duas ordens de grandeza maior que nos solos que receberam a
SS eo BC separadamente, e assim como foi verificado quando os dois tipos de
materiais organicos vegetais foram adicionados separadamente no solo, a
populacdo de FF foi menor que a de BHT (Figuras 6.3, 6.4 e 6.6). Estes resultados
corroboram o trabalho de MEYSAMI E BAHERI (2003), que observaram maior
crescimento de fungos em solo contaminado artificialmente com petréleo quando foi
adicionada a mistura de materiais estruturantes (turfa e flocos de farelo) na
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guantidade de 5% e 10%, respectivamente, do que quando esses materiais foram
adicionados separadamente no solo. Existe também concordancia com o trabalho de
TREJO-HERNANDEZ et al. (2007) que, ao avaliar a biodegradacdo de petrdleo
misturado com residuos do processo de producdo de cogumelos comestiveis e
bagaco de cana de acucar na proporcao de 3:1 em reatores tubulares e bioaumento
com bactérias (Pseudomonas, Bacillus, Klebsiella e Serratia), verificou um aumento
da populacéo inicial de 5 ordens de grandeza (de 10° para 10°).

Os materiais vegetais, por conterem nutrientes na composi¢ao, podem ser
utilizados para estimular o crescimento da populacdo microbiana durante o processo
de biorremediacdo (PRICE et al., 2013). Varios tipos de materiais vegetais podem
ser utilizados para tratar solos contaminados, embora seja importante avaliar a
necessidade do solo e as caracteristicas do material vegetal. Assim como o bagaco
de cana-de-acucar, residuos do fruto de palma, palha de milho, casca de banana,
grdo de cerveja, entre outros residuos ja foram utilizados com sucesso para
estimular o crescimento de bactérias degradadoras de 6leo em solo artificialmente
contaminado (ABIOYE et al., 2009; GARCIA-TORRES et al., 2011; ABIOYE et al.,
2012; SHAHSAVARI et al., 2013; HAMZAH et al., 2014).

A maior populacdo de MDO (>1,40 x 10%°) ocorreu ja no primeiro tempo
avaliado (30 dias) (Figura 6.6), e sugere gue entre os tratamentos avaliados, a
adicdo combinada do BC e SS favorece a atividade dos microrganismos do solo.
Quando esses residuos sdo adicionados juntos ao solo, o bagaco de cana propicia,
inicialmente, o aumento da densidade populacional de MDO no solo porgue fornece
como fonte de carbono a sacarose, e apresenta maior quantidade de celulose
(Tabela 6.2). Esse numero maior de MDO provavelmente decompde a serapilheira
do sabia, que apesar de ser mais recalcitrante (maior teor de lignina), atua como
uma boa fonte de nutrientes, liberando-os gradativamente no solo (Tabela 6.2).

Conforme ocorreu para os solos tratados apenas com o bagacgo de cana-de-
acucar, no final do experimento (90 dias), as populacdes de BHT, FF e MDO dos
solos que receberam os dois tipos de residuos vegetais, apresentaram perfis
diferentes (Figura 6.6). Enquanto as populagdes de BHT e MDO decresceram, as
dos FF se mantiveram constantes. Neste caso, como o crescimento das BHT e MDO
foi bastante intenso nos primeiros tempos avaliados, provavelmente ocorreu uma

reducdo dos substratos mais facilmente assimilaveis (sacarose e celulose), enquanto
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para o fungo pode ter ocorrido 0 mesmo, mas mantiveram as populacdes até o final
do experimento por terem utilizado a lignina como fonte de carbono.

O aumento da populacdo de bactérias e fungos do solo, e a oscilacdo do
namero de microrganismos nos diferentes tempos avaliados quando é fornecida
maior quantidade de BC, indica que 0s microorganismos presentes no solo sao
capazes de utilizar os materiais vegetais como fonte de C e/ ou de nutrientes para o
seu crescimento, mas ndo necessariamente para degradar uma maior quantidade de
hidrocarbonetos presentes no solo (SHAHSAVARI et al., 2013). Apesar disso, a
qguantificacdo de microrganismos € uma ferramenta importante quando aliada aos

resultados de Biologia molecular e remocao de HTP.

6.4.4 Remocdao de hidrocarbonetos totais do petroleo

A remocdo de hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP) ocorreu de forma
diferenciada de acordo com o tipo de tratamento. Durante o tempo de tratamento de
30, 60 e 90 dias, no solo controle, a remog&o de HTP chegou a 3% (Figura 6.7). O
manejo adotado, que consistiu na realizagdo semanal do ajuste aumidade e
revolvimento do solo, provavelmente permitiu uma melhor mobilidade dos
contaminantes, tornando-os mais disponiveis para a degradacdo microbiana, além
de promover uma melhoria na aeracdo, o que estimula o crescimento dos micro-

organismos aerobios presentes no solo (RI1ZZO et al., 2006).
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Figura 6.7 Gréfico com percentual de remoc¢é&o dos hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP) do solo
com diferentes quantidades de bagac¢o de cana-de-ac¢Ucar (BC) e da serapilheira do sabia (SS). Solo
sem tratamento (controle) (m); solo com 10 g kg solo da SS (' ); solo com 20 g kg solo da SS (m);
solo com 20 g kg solo do BC (=); solo com 40 g kg! solo do BC (m) 20 g de BC + 10 g kg™! solo da
SS (m); 20 g de BC + 20 g kg solo da SS (m); 40 g de BC + 10 g kg solo da SS (m); 40 g de BC + 20
g kg solo da SS (m). A concentragdo inicial de HTP foi de 32.251 mg kg-* de solo.

ROCHA E CUNHA (2013), trabalhando com o mesmo solo, utilizaram duas
condicbes de umidade (50% e 70% da CRA), e duas concentracbes de
biossurfactante (2 mg g* e 4 mg g* de solo) em um tempo de 42 dias, para avaliar a
remocao de HTP. Os autores verificaram que a melhor remocao de HTP (préximo a
40% de remocédo) ocorreu no solo com maior teor de umidade quando combinado
tanto com a concentracao alta, quanto com a concentragao baixa de biossurfactante.
Essa remocéo foi praticamente igual ao obtido nos ensaios contendo somente
correcdo de umidade no maior teor (39% de remocao), mostrando inclusive que a
menor umidade avaliada pode gerar os mesmos beneficios. TAKETANI et al. (2015),
trabalhando com solo artificialmente contaminado com 5% de oOleo, ambos
provenientes de um campo de exploracao de petroleo da cidade de Carmépolis (PB),
também verificou uma influéncia positiva da umidade sobre a remocédo de HTP. Eles
encontraram 13% e 35% de remocgao de HTP em solos com 45 e 70% da CRA,

respectivamente. Neste caso, houve diferenca na quantidade de HTP removida com
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0 aumento do teor de umidade.

Quando o solo foi tratado com BC nas duas quantidades avaliadas (20 g e 40
g kg* solo), ndo houve remocéo de HTP (Figura 6.7). Apesar disso, alguns autores
verificaram degradacdo de HTP em alguns tipos de solos contaminados que
receberam o BC, conforme pode-se verificar no Quadro 6.1. Diferente do presente
estudo que foi realizado com solo de area industrial, a maior parte dos trabalhos sé&o
conduzidos com solos contaminados artificialmente, e resultam geralmente em uma
remocado de HTP entre 24% e 60% (MOLINA-BARAHONA et al., 2004; TREJO-
HERNANDEZ et al., 2007; GARCIA-TORRES et al., 2011; HAMZAH et al., 2014;
CUEVAS-DIAZ et al., 2017).

Quadro 6.1 Referéncias de trabalhos com dados de remocédo de hidrocarbonetos totais do petréleo

(HTP) em solos que receberam bagaco de cana-de-acucar (BC).

Relagao Tempo | Temperatura | Remocéao
Trabalhos Solo Solo/ BC (dias) °C) (%)
(m:m)
CUEVAS- Proximo a atividade
DIAZ industrial (55.954 100:2 15 28 34
et al. (2017) mg HTP kgsolo)
Artificialmente
HAMZAH contaminado com
et al. (2014) 3% (v/m) 6leo de 1005 20 29 =30 100
Tapis
GARCIA- Artific.ialmente
TORRES contaminado com 96:4 15 27 60
et al. (2011) HTP (14.300 mg
HTP kgsolo)
TREJO- Artific.ialmente
HERNANDEZ | contaminado com 100:3 15 28 40
et al. (2007) Gleo cra (10 000 mg
HTP kg*solo)
MOLINA- Artificialmente
BARAHONA contaminado com 100:3 109 20-25 67
et al. (2004) | diesel (40 g kg*'solo)

Nos solos onde foi adicionado somente a SS em ambas as quantidades

avaliadas (10g e 20g kg solo) também néo foi verificada degradacédo de HTP. Para
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este material vegetal ndo foram encontrados trabalhos que fizessem o estudo da
adicdo de SS misturada ao solo, seja com contaminacao real ou artificial.

Considerando que o solo controle apresentou uma remocdo de HTP de 3%
(Figura 6.7), a auséncia de remocao de HTP nos solos que receberam BC e SS
separadamente, pode ter ocorrido devido a uma quantidade de material vegetal
insuficiente para estimular a atividade microbiana e consequentemente a remocao
destes contaminantes. Outra possibilidade seria a ocorréncia de sor¢cao de HTP
presentes no solo contaminado pelos materiais vegetais estudados (ITOPF, 2012), j&
gue no solo controle houve uma remocdo de 3%. A adsorcdo ocorre quando a
relacdo C/N dos residuos vegetais, e/ ou do solo ndo é suficiente para estimular a
degradacdo dos hidrocarbonetos. A lignina presente nos materiais vegetais
apresenta a capacidade de adsorver poluentes organicos como os hidrocarbonetos
do petréleo (SHAHSAVARI et al.,, 2013). Neste caso, quando o objetivo a ser
alcancado for evitar o efeito da contaminacdo de solos e/ ou aguas, esses materiais
vegetais adicionados separadamente podem exercer um grande efeito benéfico
através da retencao de poluentes, caso o objetivo seja apenas o de impedir que a
contaminacgdao atinja uma area maior (CLEMENTE et al., 2015).

Os resultados de remocdo de HTP mostram que apenas o0s solos que
receberam a adicdo conjunta do BC e da SS apresentaram remocédo de HTP (Figura
6.7). Este resultado esta de acordo com o maior crescimento da populacdo de MDO
guando o solo recebeu BC a SS juntos (Figuras 6.6 e 6.7). Nestes solos, o melhor
resultado foi verificado no final do experimento (90 dias). No solo que recebeu a
menor quantidade de bagaco de cana (20 g kg? solo) e a maior quantidade da
serapilheira do sabia (20 g kg! solo) avaliada, a degradacdo de HTP foi de 36%
(33% diminuindo o valor do solo controle) (Figura 6.7). Esta quantidade foi superior a
guantidade de remocao de HTP verificada nos solos que receberam BC e SS nas
relacbes de 20:10, 40:10 e 40:20 (m/m), que foram 18%, 15% e 14% superior ao
solo do controle, respectivamente.

A melhor porcentagem de remocdo de HTP (33%) verificada no solo que
recebeu 20 g kg solo dos dois tipos de materiais vegetais (Figura 6.7) foi proxima
aos valores verificados por LIDUINO et al. (2018) que trabalharam com
fitorremediacédo utilizando plantio de girassol no mesmo solo contaminado deste

estudo, e verificaram uma remocao de 18% de HTP no tempo de 45 dias, e uma
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remocao de 45% em 90 dias quando foi realizada a adicdo de biosurfactante (BS).
Neste trabalho, a analise comparativa dos teores finais de HTP nos solos (plantado
sem BS aos 90 dias e plantado com BS aos 45 dias) indicou que quando o BS foi
adicionado ao solo apenas houve redugéo do tempo de tratamento pela metade, n&o
interferindo no grau de degradacdo. A técnica de fitorremediacdo € interessante
porque além da remocéo de HTP, ela também pode promover a remocao de metais
pesados quando a planta é retirada apdés o tratamento. Caso a planta ndo seja
retirada do solo, apesar de ndo se alcancar o beneficio da remocao de metais, com
o passar do tempo, os residuos caidos da planta no solo podem oferecer os mesmos
beneficios que os encontrados neste trabalho.

A fim de comparar os resultados de remogéo de HTP verificada neste trabalho
(Figura 6.7) com estudos realizados com outros solos contaminados com HTP que
receberam a adicdo de materiais vegetais em conjunto, alguns trabalhos podem ser
abordados. CUEVAS-DIAZ et al. (2017) obtiveram melhores resultados que neste
trabalho. Eles coletaram amostras de solo proximas a atividade industrial com 6leo
cra (55.954 mg HTP/ kg solo), e trataram com subprodutos agroindustriais durante
15 dias, em temperatura de 28°C, e verificaram remocdo de HTP de 34%, 46%, e
60% em solo com bagaco de cana, torta de filtro, e mistura do bagaco de cana com
torta de filtro (1:1) m/m, respectivamente, que séo residuos da industria canavieira
obtidos ap6s extragdo da sacarose. TREJO-HERNANDEZ et al. (2007) encontrou
uma biodegradacédo de 6leo bruto de 40%, o que foi apenas 7% superior ao valor
encontrado neste trabalho, ao avaliar a biodegradacdo de petrdleo misturado com
residuos do processo de producédo de cogumelos comestiveis e bagaco de cana-de-
acucar na proporcdo de 3:1 (m/m) em reatores tubulares, com temperatura de 28°C
por 15 dias, e bioaumento com bactérias dos géneros Pseudomonas, Bacillus,
Klebsiella e Serratia. Ja SHAHSAVARI et al. (2013) obtiveram uma degradagéo
menor que a encontrada aqui. Em solo contaminado com 60% de 6leo de motor e
40% de diesel (contaminacdo de 1% - 10.000 mg kg ! de solo), com temperatura
entre 27 e 30°C, eles verificaram uma degradacdo de HTP de 26 % em solo
contendo palha de ervilha, e uma degradacéao de 14% em solos que receberam uma
mistura de residuos vegetais (feno de alfafa, palha de ervilha, palha de trigo) na
proporcao de 2,5% (m/m).

Nesse contexto, considerando que este trabalho foi realizado com solo de um
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sistema landfarming de refinaria que ao longo do tempo apresenta-se saturado com
residuos muito recalcitrantes, € possivel afirmar que a remocdo maxima de HTP
verificada (de 33%) (Figura 6.7), pode ser considerada um bom resultado. Além
disso, o resultado foi obtido com 90 dias de experimento, e talvez esse tempo tenha
sido curto para que houvesse uma maior degradacdo desses contaminantes, uma
vez que, a biorremediacéo € geralmente um processo lento.

Ao observar a remoc¢ao de HTP ao longo dos tempos analisados (0, 30, 60 e
90 dias), verificou-se que nos solos onde houve remocédo, a mesma foi maior em 90
dias, quando comparada a remocéo verificada nos tempos anteriores (Figura 6.7).
De acordo com HAMZAH et al. (2014), a biorremediacao de hidrocarbonetos em solo
com contaminacao real é frequentemente lenta porque o processo € altamente
dependente da capacidade de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos,
gue normalmente precisam aumentar sua atividade metabdlica para realizarem a
degradacdo. PAUDYN et al. (2007), ao avaliarem a remediacdo de solos
contaminados por hidrocarbonetos no Artico Canadense com um sistema
landfarming, obteve um 6&timo resultado de biorremediagdo ao realizar um
experimento durante 700 dias. Neste trabalho, os autores verificaram 90% de
remocao de HTP, sob condi¢cédo de baixa temperatura, pH 5,8, adicao de fertilizantes
(ureia, com 46% de N e fosfato diaménio com 20,1% de P e 18,0% de N) e aeracao
em intervalos de 4 dias.

Observando as barras do gréfico referentes aos solos que receberam o BC e
a SS em combinacédo, € possivel observar que as menores remoc¢des de HTP foram
obtidas quando foram utilizadas as menores quantidades de residuos vegetais, isto
é, de BC na quantidade de 20 g kg™ de solo, e de SS na quantidade de 10 g kg
solo (Figura 6.7). Por outro lado, para a mesma quantidade de BC (20 g kg™ solo), e
o dobro da quantidade de SS (20 g kg™ solo) foi observado um aumento na remocéo
de TPH em 120% (Figura 6.7). Quando o maior valor de BC (40 g kg? solo) foi
utilizado, o aumento da quantidade de SS de 10 g kg* solo para 20 g kg'solo
também promoveu um incremento no HTP (Figura 6.7). Apesar disso, 0 contrario
ndo ocorre, ou seja, quando se aumenta a quantidade de BC de 20 g kg™ solo para
40 g kg? solo, sem aumentar a quantidade de SS, quase n&o se observa diferenca
na quantidade de remocéao de HTP, e quando SS é adicionada na quantidade de 20

g kg solo, a quantidade de HTP removida é menor. O estudo dessas combinacdes
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permite inferir que embora so seja verificada remoc¢édo de HTP quando BC e SS séo
utilizados juntos, o aumento na quantidade de SS é mais significativo para o
aumento da remocao de HTP do que o aumento da quantidade de BC.

Cabe ainda ressaltar que os resultados de remogédo de HTP de um solo
contaminado como o deste trabalho, poderiam ndo estar atrelados somente a
quantidade de hidrocarbonetos provenientes do solo, mas também aos
hidrocarbonetos presentes na composicao dos materiais vegetais, o que resultaria
em uma falsa remocdo de HTP (VECCHIATO et al., 2017). Porém, os solos que
receberam apenas BC e SS nado apresentaram uma diminuicdo na quantidade de
hidrocarbonetos (Figura 6.7), o que mostra que a metodologia utilizada para a
determinacdo de HTP conseguiu extrair apenas os hidrocarbonetos provenientes da

contaminacao do solo.

6.4.5 Biologia molecular pelatecnologia de sequenciamento de nova geracao

A contaminagdo ambiental resultante da atividade humana afeta de maneira
significativa os sistemas ecoldgicos, incluindo as populacfes microbianas, que
muitas vezes podem ser utilizadas como indicadores da qualidade ambiental, o que
torna de grande valia o acompanhamento da atividade microbiana de uma éarea
contaminada. A analise de biologia molecular, junto com as técnicas de cultivo e
andlises indiretas da atividade microbiana pode ajudar a esclarecer como ocorre 0
processo de biorremediacdo, e quem sdo 0s microrganismos envolvidos nesse
processo.

Neste trabalho, a realizacdo da analise de biologia molecular pela técnica de
sequenciamento em larga escala, foi uma ferramenta que ajudou a compreender
melhor a atuagdo dos microrganismos envolvidos através de alguns parametros. A
analise de componentes principais gerada indicou que ha uma evidente separacao
entre as amostras contendo apenas SS e as amostras com BC (Figura 6.8). Os
dados estédo de acordo com os resultados de quantificacdo da populacdo microbiana
do solo contendo BC e SS separadamente, onde também houve diferenca de acordo
com o residuo recebido (Figuras 6.3 e 6.4), e de acordo com o0s resultados de
evolucédo de CO:2 (Figura 6.2). Essa mudanca torna-se bastante significativa quando
nota-se que as amostras do solo controle apds 60 dias de experimento (esferas

vermelhas) encontram-se entre 0s grupos mencionados anteriormente, e bem
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separadas da esfera que representa o controle no tempo 0 (esfera marrom) (Figura
6.8). A estrutura da comunidade bacteriana entre os dois grupos parece ter se
diferenciado em sentidos opostos apds os 60 dias de tratamento (Figura 6.8),
indicando que 0s grupos que atuam na presenca dos dois tipos de materiais
vegetais se diferenciam devido a composicdo do BC. PADMANABHAN E SAHI
(2011) ressaltaram em seu trabalho, que apos a adi¢cdo de carbono orgéanico no solo,
0 numero de bandas no DGGE aumentou, revelando que uma ampla oferta de

nutrientes pode favorecer o aumento da diversidade microbiana.
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Figura 6.8 Analise de Componentes Principais baseada na matriz de similaridade de Bray-Curtis das
amostras de solo no inicio do experimento controle (T0) e ap6s 60 dias, do controle, e dos solos
tratados com bagaco de cana-de-acucar (BC) e serapilheira do sabia (SS).

A classificacdo taxondmica das sequéncia obtidas indicou que todas as
amostras apresentaram alteracdes apds 60 dias de tratamento (Figura 6.9). As
principais diferencas podem ser observadas na diminuicdo do nimero de incidéncia
dos grupos Clostridia, Bacilli, Deltaproteobacteria, € no aumento do nimero de
incidéncia do grupo das Alphaproteobacterias, que foi ainda mais evidente nos solos
gue receberam a SS. O grupo das Alphaproteobacteria € geralmente associado a

ambientes impactados por hidrocarbonetos (VILA et al., 2010), assim, o aumento do
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namero destas bactérias nos solos tratados com residuos vegetais (principalmente a
SS) parece estar correlacionado com o aumento da populacdo de microrganismos
degradadores no solo.

Conforme foi discutido anteriormente nos tépicos referentes a quantificacédo
microbiana do solo, na analise de biologia molecular também foi possivel observar
uma mudanca na estrutura da comunidade microbiana dos solos tratados em
relacdo ao experimento controle (Figura 6.9). Essa mudanca mostra que algumas
das alteracOes estéo relacionadas ao manejo do solo. No entanto, como houve uma
grande variacdo entre as comunidades presentes nos solos tratados, podemos
afirmar que o manejo do solo e a presenca de matéria organica (residuos vegetais)
em diferentes concentracdes foram responsaveis pela diversidade microbiana
observada (MUKHERJEE et al., 2015).
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Figura 6.9 Classificacdo taxonémica das sequencias do gene rrs obtidas das amostras dos
tratamentos. As classificacdes estao representadas ao nivel de classe. As barras representam as
médias das repeticdes.

Os numeros de unidades taxondmicas operacionais (UTOs) observados nas

amostras variou amplamente (Figura 6.10). A maioria dos tratamentos contendo
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somente BC apresentou valores semelhantes ao controle (sem alteracéo) no inicio
do experimento (TO). No entanto, tratamentos contendo apenas SS assemelharam-
se ao solo controle apds 60 dias. O tratamento contendo 20 g kg de BC e 20 g kg
de SS teve a menor média de todos os tratamentos, apesar de ter apresentado o
melhor resultado de remocao de TPH. Este fato indica que os valores de diversidade
total ndo estdo necessariamente relacionados com a remocao de hidrocarbonetos,

embora possa ser previsto pela diversidade inicial.
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Figura 6.10 Numero de UTOs observadas nas amostras. O nimero foi normalizado para uma
amostragem de 4900 sequencias por biblioteca. As letras sobre as barras representamo resultado da
andlise de variancia seguido de teste de Tukey com p< 0.05. Bagaco de cana-de-agucar (BC) e
Serapilheira do sabia (SS).

6.4.6 Planejamento fatorial 32 do experimento em microcosmo

O planejamento experimental dos dados de remocgao do experimento em
microcosmo foi realizado para avaliar a melhor propor¢cdo de quantidade de BC
combinado com a SS capaz de resultar na maiordegradacdo de HTP no solo. A
andlise estatistica foi realizada pelo programa Statistica™ (v. 12.0) seguindo o

planejamento fatorial 3%, conforme mostrado na Equacéo 6.1.
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7=1896(by) + 18,15 (b) X, - 1,60 (b) X,% + 9,13 (b) X, - 10,62 (b) X,

+6,25 (b) X, X,- 1350(b) X, X,2 - 4517(b) X,°X, Equacao 6.1

Por meio da realizacdo da analise de variancia (ANOVA) dos dados foi
possivel verificar que os resultados apresentaram distribuicdo normal com diferenca
significativa conforme pode-se ver na Tabela 6.5 e no diagrama de pareto (Figura
6.11). A estatistica foi realizada com p < 0,1, tendo em vista que trabalhos com
organismos vivos estdo sujeitos a um numero maior de fatores, e a apresentar uma

margem de erro maior.

Tabela 6.5 ANOVA do delineamento experimental fatorial 32.

Fatores 90 dias (R?: 0,996)*
F P

SS (Xp)** 91,12 0,0664****

SS (Xy2)*** 0,92 0,5121

BC (X2)** 40,18 0,0996****

BC (Xz2)*** 40,93 0,0987****
SS (X1) BC (X2) 28,36 0,1182
SS (X1) BC (X2?) 44,05 0,0952%¥++
SS (X12) BC (X2) 5,05 0,2624

*Valor entre paréntese indica o R2 do modelo. **Fator linear para a variavel SS ou BC. ***fator
quadratico para a variavel SS ou BC. ****Valores significativos (p < 0,1).
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Figura 6.11 Diagrama de Pareto obtido no planejamento fatorial 32. Variavel resposta: remocao de

hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP). L- fator linear e Q- fator quadréatico.

Por meio da realizacdo do planejamento estatistico foi possivel obter o gréafico

de superficie de resposta. Ele indica a combinacdo ideal para a utlizacdo dos

materiais vegetais. A melhor condicdo encontra-se no nivel 0 para o BC (20 g kg?), e

no nivel 1 para a SS (20 g kg?) (Figura 6.12).
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Figura 6.12 Grafico da superficie de resposta. Para a SS o nivel -1 é igual a 0 g kg* de solo, o nivel 0
é igual a 10g kg* de solo, e o nivel 1 é igual a 20 g kg de solo. Para o0 BC o nivel -1 é igual a 0 g kg
de solo, o nivel 0 é igual a 20 g kg* de solo, e o nivel 1 é igual a 40 g kg de solo. Bagaco de cana-
de-acucar (BC) e Serapilheira do sabia (SS).

Estes resultados da analise estatistica forneceram embasamento para que
fosse realizado um novo experimento, em escala maior, para constatacdo dos
resultados e para verificar se com o escalonamento do processo haveria 0 mesmo

comportamento do solo.

6.5 Experimento em escala maior

6.5.1 Microbiologia do solo tratado com bagaco de cana-de-aglcar e a

serapilheira do sabia
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O experimento de biorremediacéo realizado em escala maior que o primeiro
experimento, foi realizado com a relagdo BC/ SS apontada pelo planejamento
estatistico por promover a maior remocao de HTP no solo do experimento em
microcosmo (20 g de BC mais 20 g de SS kg™ solo). Neste experimento também
houve uma oscilacdo no numero de microrganismos ao longo do tempo (Figura
6.13). No inicio do experimento (O dias) o solo controle apresentou o mesmo valor
de BHT, FF, e MDO em ordem de grandeza que o experimento em microcosmo (108,
10% e 10°, respectivamente), mostrando que o tempo de aproximadamente 2 anos
entre os dois experimentos nado foi capaz de alterar a populacdo microbiana do solo
(Figuras 6.6 e 6.13). Conforme mencionado anteriormente, por se tratar de um solo
de sistema Landfarming de refinaria, 0 mesmo apresenta grande quantidade de
residuos oleosos recalcitrantes (SHAHSAVARI et al., 2013), e portanto € preciso que
técnicas complementares de bioestimulo e/ ou bioaumento sejam adotadas com a
finalidade de promover uma melhora na atividade microbiana e consequentemente
na remocéo de HTP do solo.

O melhor resultado de crescimento de MDO deste experimento foi muito
proximo ao do ensaio em escala menor (aproximadamente 10 e 10,
respectivamente) (Figura 6.6 e 6.13). Porém, estes melhores resultados
aconteceram em tempos diferentes. Ocorreu no tempo de 30 dias para o ensaio em
escala menor, e com 60 dias no ensaio em escala maior (Figura 6.13). No ensaio em
escala maior foi preciso um tempo maior para que aumentasse a populacdo dos
MDO. Como a quantidade de residuo vegetal € a mesma (20 g kg solo), este fato
deve estar associado as menores temperaturas registradas durante o experimento
(26 = 2°C), em relagéo ao experimento realizado em escala menor (30 + 2C°), a um
revolvimento do solo menos uniforme, ou a erro de amostragem ja que a quantidade

de solo utilizada foi maior, e o revolvimento realizado de forma manual.
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Figura 6.13 Gréfico do crescimento de bactérias heterotréficas totais (BHT), fungos filamentosos
(FF), e dos microrganismos degradadores de dleo (MDO) do solo, ao receberem diferentes
guantidades de bagaco de cana-de-agucar (BC) e de (SS) nos tempos de 30, 60 e 90 dias. Solo sem
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tratamento (controle) (m); solo com 20 g de BC + 20 g kg* solo da SS incorporada ao solo (=); solo
com 20 g de BC + 20 g kg solo da SS adicionados na superficie do solo (m).

LIU et al. (2017), trabalhando com diferentes fatores para avaliar a
biorremediacdo verificou a grande importancia da temperatura sobre o processo.
Eles observaram que a temperatura € o parametro que mais influencia a atividade
microbiana. Com relagdo ao revolvimento do solo, de acordo com RHODEN et al.
(2006), ha um aumento da atividade microbiana, porque a matéria organica do solo
pode ser mais facilmente degradada, pois promove a destruicdo, inclusive dos
agregados, havendo maior e mais rapida liberacdo de C e nutrientes para os
microrganismos, além de uma melhor difusdo de oxigénio no solo.

Para todas as populagdes microbianas e em todos os tempos estudados,
houve maior crescimento microbiano nos solos que receberam material vegetal
incorporado ao solo do que em superficie (Figura 6.13). A Unica excecdo ocorreu
para a populagdo de fungos no tempo de 60 dias, onde o crescimento de
microrganismos no solo foi maior do que no solo que recebeu material vegetal em
mistura (Figura 6.13). Em superficie ou em mistura, os beneficios da aplicacdo de
residuos vegetais no solo estdo relacionados com o aumento da fertilidade do solo
(COLEMAN et al.,, 2018), mas a utilizacdo do BC e SS misturados certamente
favoreceu um melhor contato do material vegetal com o solo, promovendo uma
melhor aeracdo, e aumentando assim a populacdo de microrganismos no solo.
Entretanto, a adicdo de residuos vegetais em superficie no solo também pode trazer
beneficios, como por exemplo, a reducédo da perda de umidade. Em superficie, o0s
materiais vegetais sdo mais lentamente degradados, podendo formar uma cobertura
estavel capaz de proteger o solo contra erosdo, além de fornecer os nutrientes
lentamente ao solo, reduzindo perdas (NDAW et al., 2009). HAMZAH et al. (2014)
avaliaram a utilizacdo de BC e da casca do fruto de 6leo de palma (OPEFB) em
superficie no solo contaminado artificialmente com petréleo bruto, e verificou que o
solo que ndo recebeu os residuos vegetais em superficie apresentaram uma
reducdo da umidade de 40% para 32% em 20 dias, enquanto os solos que
receberam BC e OPEFB em superficie mantiveram a umidade do solo em 38 e 39%,

respectivamente.



104

6.5.2 Remocdao de hidrocarbonetos totais do petroleo

A adicdo do BC e da SS juntos resultou em uma maior remogédo de HTP
guando comparada a remocdo no solo controle (Figura 6.14). Porém, apresentou
uma menor remocéo de HTP comparativamente ao experimento realizado em escala
menor (Figura 6.7 e 6.14).

40,00 -
~—~ 35,00 -~
30,00 -
25,00 -
20,00

15,00 A

10,00 =
oo 1F ]
0,00 I = .
60 90

30

Remocéo de HTP (%

Tempo (dias)

Figura 6.14 Gréafico com percentual de remogé&o dos hidrocarbonetos totais do petrdleo (HTP) no solo
dos experimentos em maior escala ao receberem diferentes quantidades de bagaco de cana-de-
acucar (BC) e de (SS) nos tempos de 30, 60 e 90 dias. Solo sem tratamento (controle) (m); solo com
20 g de BC + 20 g kg solo da SS (=) incorporada ao solo; solo com 20 g de BC + 20 g kg! solo da
SS adicionados na superficie do solo (m). A concentracao inicial de HTP foi de 32.251 mg kg de solo.

Quando os materiais vegetais foram incorporados ao solo, a remog¢ao ocorreu
com maior rapidez (30 dias) (Figura 6.14). Essa remocé&o foi menor com 60 dias de
experimento, e ndo aumentou com 90 dias (Figura 6.14). Nos solos que receberam
0S materiais vegetais em superficie, a remog¢ado ocorreu inicialmente em um tempo
maior (60 dias), e se manteve ao final do experimento (90 dias) (Figura 6.14),
corroborando o aumento observado da populacdo de MDO do solo que recebeu os
residuos vegetais em superficie somente com 90 dias de experimento.

Os materiais vegetais incorporados ao solo tiveram um maior contato com o
solo e os microrganismos, favorecendo a degradacdo mais rapida dos materiais

vegetais e dos hidrocarbonetos no solo. Apesar disso, quando os materiais vegetais
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foram colocados na superficie do solo, o contato certamente foi menor fazendo com
que a degradacao se tornasse mais lenta. No entanto, a remocado de HTP em 90
dias foi 4% maior que no solo que recebeu os residuos vegetais incorporados ao
solo (Figura 6.14), provavelmente devido a uma liberacdo mais lenta dos substratos
e nutrientes, evitando perdas, e a melhor manutencdo da umidade do solo fornecida
pela protecdo do material vegetal em superficie, conforme mencionado no tépico
anterior (NDAW et al., 2009).

Os resultados do experimento em maior escala ndo foram ideais, mas foram
satisfatorios. Os valores de remocdo foram todos abaixo de 14% (Figura 6.14),
enguanto no experimento em escala menor chegaram a alcancar uma remocao de
33% (Figura 6.7). MARTINS et al. (2014) também realizou um trabalho de
fitorremediagdo com girassol com o mesmo solo deste trabalho, e verificou uma
remocao de HTP de apenas 10 = 2% ap0s 45 dias de tratamento.

A menor remocdo encontrada no experimento realizado em escala maior, em
relacdo ao ensaio de escala menor, provavelmente ocorreu em funcdo das
dificuldades inerentes ao aumento de escala ou a erros de amostragem. A maior
guantidade de solo pode ter dificultado sua homogeneizacdo (RHODEN et al., 2006).
Outro fator que pode ter resultado em uma menor degradacdo de HTP no
experimento em maior escala € fato de ter sido realizado no periodo de inverno,
guando as temperaturas estdo mais baixas, desfavorecendo a degradacdo de HTP
pelos microrganismos degradadores de hidrocarbonetos conforme foi mencionado
no topico anterior. O fato do experimento em escala maior ter sido realizado cerca
de 2 anos ap0s 0 ensaio em menor escala também pode ter resultado na presenca
de hidrocarbonetos mais recalcitrantes no solo, resultantes da degradacdo ou
modificacdo de outros contaminantes (SHAHSAVARI et al., 2013).
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Capitulo 7

Considerac0es finais

O desenvolvimento tecnoldgico e o bem-estar humano ainda sao fortemente
dependentes do petroleo e seus derivados, e os derrames, aliados a disposicao
inadequada dos residuos gerados pela indastria do petrdleo sdo umas das causas
mais apontadas pelo aumento da contaminacdo ambiental. O Landfarming é um
tratamento biolégico antigo utilizado para tratar residuos provenientes da industria
do petréleo. Apesar disso, com o passar do tempo ele pode ficar saturado e passar a
atuar como acumulador de substancias perigosas e recalcitrantes. Portanto, a busca
por estratégias que pudessem dar continuidade aos beneficios do landfarming
tornou-se um incentivo para o desenvolvimento deste trabalho. Foi realizada a
adicdo de materiais vegetais ao solo, que é considerado um tratamento eficaz e de
baixo custo quando comparado a outros tipos de tratamentos realizados. Além disso,
nao existe na literatura trabalhos que avaliem a adicdo da SS para incrementar a
remocao de HTP no solo, e s&o poucas as pesquisas realizadas com BC em solo de
area real. Com a realizacdo dos experimentos foi verificado que o BC € uma melhor
fonte de C para os microrganismos do solo e que a SS, que atua principalmente
como fonte de N. Também foi observado que a adicdo separada destes residuos
nao promove remocdo de HTP no solo, enquanto a adicdo combinada dos mesmos,
além de ter resultado em uma maior evolugdo de CO:2 no solo, promoveu um maior
crescimento microbiano, e foi capaz de remover 33% de HTP quando o BC e a SS
foram adicionados ao solo na concentracdo de 20 g kg?. Portanto, mesmo que no
experimento em escala maior tenha sido verificada uma pequena remoc¢éo de HTP
(4%) em face da dificuldade experimental de manter a uniformidade no processo de
revolvimento, e pelo fato de ter sido realizado em uma época do ano com
temperatura mais baixa, o resultado de remocdo do experimento em escala menor
(33%) pode ser considerado promissor, sobretudo porque a incorporacdo de
residuos vegetais, devido aos beneficios promovidos ao solo, a saber: adicdo de
nutrientes, melhoria da difusdo de oxigénio e da drenagem de agua, entre outros,
pode reduzir gastos com fertilizagdo e aeracdo no solo, praticas frequentemente

adotadas em tratamentos biol6gicos como o sistema landfarming.
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Capitulo 8

Conclusdes

e O BC é melhor fonte de C para os microrganismos do solo que a SS, embora

a SS atue principalmente como fonte de N para os microrganismos do solo.

e A maior evolugéo de CO2 acumulado foi verificada quando o BC e a SS foram
adicionados de forma combinada no solo (7942,49 mg CO:2 kg solo, em

média).

e A utilizacdo do BC e da SS de forma combinada, no ensaio em microcosmo,
foi capaz de promover o crescimento dos microrganismos cultivaveis (BHT,
FF, e MDO) em 3, 2 e 5 ordens de grandeza, respectivamente, maior que no

experimento controle.

¢ Nao foi detectada biodegradacéo de hidrocarbonetos totais do petroleo (HTP)
nos ensaios com BC e SS adicionados separadamente no solo. Entretanto, a
combinacdo destes residuos vegetais na concentracéo de 20 g kg solo, para
ambos, resultou em uma remocdo de 33% de HTP apés 90 dias de

tratamento.

e Foi observada uma mudanca na estrutura da comunidade microbiana
relacionada aos tratamentos realizados no solo. Houve uma maior
abundéancia na classe de Alphaproteobacteria nos solos tratados com SS,

grupo geralmente associado a ambientes impactados por HTP.

e A aplicacdo do BC e SS de forma combinada na quantidade de 20 g kg™ solo
no ensaio em maior escala resultou no aumento da populacdo de BHT, FF e
MDO de 5, 2 e 6 ordens de grandeza, respectivamente, maiores que no

experimento controle.

e A adicdo combinada do BC e SS de forma incorporada no solo do
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experimento realizado em maior escala, permitiu 0 aumento das populacdes
de BHT e MDO em 3 ordens de grandeza em relacéo ao solo que recebeu os
residuos em superficie. Entretanto, sé foi verificada remoc¢éo de HTP (4%) no

solo cuja adicao dos residuos vegetais ocorreu de forma superficial.
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Capitulo 9

Sugestdes para trabalhos futuros

Realizar anélise de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA) no solo

para completar as informacdes deste trabalho;

Avaliar o efeito da adicdo de BC e SS em solos contaminados artificialmente;

Realizar experimento com adi¢des periddicas do BC e da SS, e ndo somente

no inicio do experimento como foi realizado neste trabalho;

Estender o tempo do tratamento de biorremediacdo além dos 90 dias

estudados neste trabalho;
Realizar experimento em escala maior no mesmo periodo do ano que foi
realizado o experimento em microcosmo para evitar diferencas na

temperatura de trabalho e consequentemente no efeito esperado;

Montar experimento em area real.
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