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RESUMO

Neste trabalho, foi realizado um intemperizagdo  nas  reduzidas
ensaio de biodegradagdo com o solo eficiéncias de biodegradagéo
contaminado  com  6leo  cru, encontradas nos testes realizados
proveniente de Guararema a fim de anteriormente com este solo. Este
avaliar a  disponibilidade  do ensaio foi realizado em meio liquido,
contaminante para 0s no qual a disponibildade do 6leo cru
microrganismos. Tal ensaio buscou serd mais favoravel ao ataque
confirmar a influéncia do processo de microbiano.

1. INTRODUGAO

Desde meados dos anos 90, técnicas de biorremediag¢do tém sido adotadas
como uma maneira extremamente eficaz e de baixo custo para a remediagao
de compostos organicos em solos (Trindade, 2002). Estas técnicas se
baseiam em processos microbiolégicos que convertem os contaminantes em
diéxido de carbono e &gua, pela mineralizagdo completa, ou pela redugéo da
toxicidade destes através da sua degradagdo parcial. No entanto, a eficacia
destas técnicas pode ser influenciada pelo processo de intemperizagdo pelo
qual o solo contaminado passou desde a data do impacto.

A intemperizagdo € consequéncia de processos bioldgicos, quimicos e
fisicos. A ocorréncia destes processos resulta na redugdo da concentragéo
dos contaminantes no solo devido a volatilizagao das fragdes mais leves e/ou
lixiviagdo dos compostos, afetando o tipo de contaminante que permanece no
solo e a disponibilidade deste para o ataque microbiano.



A natureza do contaminante presente no solo vai interferir na extengéo da
degradagdo microbiana, por ser esta uma fun¢do do peso molecular do
composto organico e da razéo de hidrocarbonetos saturados e aromaticos.
Vérios autores (Trindade, 2002;Loehr et al. 2001) demonstraram que os
microrganismos apresentam uma habilidade degradadora decrescente com o
aumento da cadeia dos hidrocarbonetos, bem como com o aumento da
complexidade de suas estruturas.

Outra importante conseqiiéncia do processo de intemperizagao é a redugao
da  disponibilidade = dos  contaminantes  aos  microrganismos
(biodisponibilidade), devido a maior sorgdo destes pela matriz do solo,
tirando-os da fase dissolvida. Este fator sera mais pronunciado em solos
com caracteristicas argilosas, ja que a grande fragdo de particulas finas
destes intensifica a interagdo entre a matriz e o contaminante. (Trindade,
2002)

Os resultados de eficiéncia de biodegradacédo obtidos nos testes em escala
de bancada até o momento variaram na faixa de 2 a 11%, sendo
considerados baixos pelo grupo de pesquisadores do CETEM, envolvidos no
Projeto Biorremediacao. Estes resultados refletem a dificuldade de se tratar
um solo com caracteristicas argilosas (classificado como areno argiloso)
contaminado com dleo cru em uma concentracdo elevada (5,38% - 12
remessa, 2,26% - 22 remessa) € que passou por um processo de
intemperizacdo bastante acentuado (derramamento ocorrido ha 4 anos). As
caracteristicas fisico-quimicas do solo e as caracteristicas quimicas do
contaminante ja indicavam a tendéncia de obtengao de valores de eficiéncia
de biodegradacéo reduzidos. No entanto fazia-se necesséria a identificagéo
do principal entrave a obtencdo de melhores resultados, de forma a focar os
estudos posteriores para se chegar na melhor solugéo técnica disponivel
para o tratamento do solo em quest&o.

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a biodisponilibilidade
de 6leo cru em um solo contaminado (Guararema, SP) afim verificar a
influéncia do processo de intemperizagéo nas eficiéncias de biodegradagéo
dos testes realizados anteriormente.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1.  Amostras de solo empregadas

Foram utilizadas amostras de solo contaminado, por dleo cru, provenientes
de um dique de armazenamento localizado no terminal de Guararema, S&o
Paulo. O solo contaminado foi devidamente homogeneizado e foram
determinadas as caracteristicas fisico-quimicas, inorganicas e organicas
mais relevantes. O resultado desta caracterizagdo do solo, realizada em
conjunto pela equipe do CETEM e pela equipe do CENPES/Petrobras, se
encontra na tabela a seguir:

Tabela 1: Principais caracteristicas fisico-quimicas, inorganicas e organicas do
solo contaminado empregado
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Capacidade de Campo - CC 38,50%
TPH's 26,269/Kg
HPA’s 4,379/Kg
Oleos e Graxas 3,21%
Matéria Orgénica 8,54%
Parafinas 23,76%
Arométicos 23,46%
Resinas 52,78%
Distribuicdo Granulométrica: Areia total 62%
Argila total 18%
Silte 16%
N (a/ka) 1,0
P (a/ka) 0,001
K (g/kg) 0,084




Entre o derramamento de dleo (dez/1998) e a amostragem (out/2001) do solo
contaminado utilizado no desenvolvimento dos experimentos descritos neste
trabalho (32 remessa), transcorreram aproximadamente 3 anos. A
amostragem foi realizada garantindo a representatividade das amostras.

No desenvolvimento deste trabalho o solo contaminado foi utilizado tanto
como fonte de microrganismos (microbiota nativa e microrganismos
degradadores isolados) quanto como fonte do extrato organico (contaminate).

3.2. Extracdo do contaminante organico do solo

Amostras de 5 gramas de solo contaminadas foram extraidas em ultrassom
utilizando n-hexano como solvente, conforme descrito no método 1T2003-
001-00, registrado na biblioteca do CETEM. O extrato organico obtido foi
primeiramente concentrado em rotoevaporador até cerca de 10 mL e em
seguida concentrado a 2 mL em concentrador de amostras com purga de
nitrogénio. O extrato obtido (2 mL) foi adicionado ao meio inorgénico
enriquecido para ser empregado pelos microrganismos como principal fonte
de carbono.

3.3. Determinacdo do teor inicial de dleos e graxas

A concentragdo inicial de 6leos e graxa presente em 5g de solo contaminado
foi determinada de acordo com procedimento descrito no item anterior, porém
os extratos foram concentrados até a secura e o teor de OG determinado por
diferenca de peso (gravimetria).

34. Extracdo da microbiota nativa do solo contaminado

Adiconou-se 20 g de solo contaminado em 184 ml de meio inorgénico
fortificado e fez-se a agitagdo da suspensdo em shaker por 2 horas a
120rpm. Em seguida a suspenséo foi deixada em repouso por mais 2 horas
de forma a permitir a decantagdo do solo. Apds a decantagdo, 46mL da
suspensdo sobrenadante foi distribuida nos respectivos frascos(condigdes
com adi¢&o da microbiota nativa).

3.5. Descricao dos experimentos

Os testes de biodegradagdo em meio liquido foram conduzidos em kitasatos
de 250 ml de capacidade com rolhas de borracha/silicone com um tubo de



latex fixado a saida lateral a qual foi vedada com uma pinga de Mohr,
adotando-se um volume final de 50 ml suspenséo.

Quatro condigdes foram testadas, em duplicata, a saber:

Condicdo 1: Meio inorganico fortificado (48 ml) adicionado do extrato
organico (2ml)

Comdicéo 2: Meio inorgénico fortificado com microbiota nativa extraida do
solo (48 ml) adicionado de extrato organico (2ml)

Condicdo 3: Meio inorganico fortificado com microbiota nativa extraida do
solo (46 ml) adicionado de extrato organico (2ml) e 2 ml de inéculo do pool
degradador

Condicdo 4: Meio inorganico fortificado (46 ml) adicionado do extrato
organico (2ml) e 2 ml de indculo do pool degradador

36. Aeracdo

Tendo em vista que o processo de biodegradacdo empregado € aerdbico,
fez-se a aeragdo do sistema experimental com o objetivo de suprir a
demanda de oxigénio requerida pelos microrganismos e de expulsar o CO2
gerado, apds o monitoramento do mesmo.

Todas as condi¢des dos experimentos de biodegradagao foram aeradas com
intervalos de 48 horas, com exce¢éo dos finais de semana, nos quais nao
houve aeragéo, e na primeira semana na qual fez-se a aeragéo diéria das
condigdes. A aeragao foi realizada por meio da injegdo de ar comprimido aos
frascos por 2 minutos.

3.7. Meio inorgéanico fortificado

Tanto para extragdo da microbiota nativa do solo contaminado, como para
conducdo dos experimentos de biodegradagdo em meio liquido utilizou-se
meio inorganico liquido fortificado descrito por Vecchioli et al. (1990) .



3.1. Preparo e Adicdo do Inéculo

Para duas das condi¢des descritas nos experimentos (condigdes 3 e 4), foi
utilizado um indculo de aproximadamente 108 UFC/ ml composto pelos dois
microrganismos degradadores (Nocardia nova e Rhodotorula glutinis var.
dairenese) previamente isolados e identificados por Trindade (2002). Para a
obtengo do indculo, foi realizado um crescimento dos microrganismos
conforme descrito por Trindade (2002) e, apds um determinado periodo
necessario para atingir a fase exponencial (calculado pela cinética),
coletaram-se aliquotas dos frascos de crescimento e fizeram-se diluicbes
sucessivas até atingir a concentracéo de UFC desejada (UFC/mL). Optou-se
por adicionar sempre 2mL de volume total de indculo em cada condigéo dos
experimentos.

3.9. Andlise Cromatogréfica do CO:Produzido:

Com o auxilio de uma seringa apropriada para analises cromatograficas
gasosas, foram injetadas no Cromatografo a Gas HP 5890 série Il, amostras
de 0,5mL das atmosferas internas dos kitasatos (headspaces) referentes as
condigdes analisadas. Uma vez que as respostas cromatograficas séo dadas
em % de area de integragdo, fez-se necesséria a construgéo de curvas de
calibragdo relacionando estas porcentagens de area com o numero de
umoles de CO: produzidos. As condi¢des gerais empregadas durante os
experimentos encontram-se listadas a seguir:

Vaz&o do Gas de Arraste (He): 17,5 mL / min

Vazéo do gas de Referéncia (He): 29,0 mL / min

Temperatura do Forno: 105 °C

Temperatura do Injetor: 110°C

Temperatura do Detetor de Condutividade Térmica (TCD): 220°C

Coluna de Ago Inox (3m x 3mm) Recheada com Chromosorb 102

Com o valor acumulado da porcentagem de CO. gerado ao final dos
experimentos, calculou-se, através das curvas de calibragdo, o nimero de
umoles totais de CO. gerado. Além disso, baseado na estimativa de

incorporagdo do contaminante & biomassa (aproximadamente 50%),
calculou-se a eficiéncia de biodegradacéo (EB%) da seguinte forma:



Massa de Carbono Biodegradada Totalmente = 2 x Massa de Carbono
proveniente do CO2 Gerado

EB% = (Massa de Carbono Biodegradada Totalmente) x 100
Massa de Carbono Organico Total do Solo

4.  RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de biodisponibilidade foram avaliados pela resposta
do processo microbiolégico relacionado a metabolizgéo dos hidrocarbonetos,
através da quantificacdo do CO2 produzido.

O monitoramento de CO por cromatografia gasosa permitiu a avaliagéo dos
respectivos perfis de geragao durante o periodo de execugéo do experimento
conforme apresentado na Figura 1 abaixo.
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Figura 1: Perfis de geragéo de CO:

Pela andlise da figura 1, observa-se que até os primeiros 15 dias de teste o
comportamento das condigdes 2, 3 e 4 foi bastante semelhante, indicando a
presenca de um periodo inicial de adaptagdo do consércio microbiano nativo
do solo contaminado e/ou do consércio degradador adicionado.

A partir do 15° dia a evolugéo de CO> nas condigdes 2 e 3 foram maiores do
que na condicao 4. Isto pode ter ocorrido devido a uma maior adaptagéo dos
microrganismos degradadores presentes no solo contaminado, tendo em



vista a longa exposi¢do do poluente & microbiota nativa. Com isso, 0s
microrganismos habeis para degradar os compostos mais recalcitrantes
estdo presentes no consorcio microbiano extraido do solo.

Estes fendmenos podem também ser observados na Figura 2 a seguir, onde
estdo apresentadas as eficiéncias de biodegradagédo calculadas a partir do
valor acumulado de CO2 gerado ao final dos experimentos.
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Figura 2: Solo Contaminado de Guararema (3? remessa) — Teste de
Biodisponibilidade

Observou-se que em 30 dias de experimento em meio liquido, apenas a
microbiota nativa j& era capaz de degradar 45% do 6leo contaminante
(condic&o 2). J& o consobrcio microbiano inoculado (condigéo 4), foi capaz de
degradar 19% deste 6leo.

A condicdo que apresentou maior eficiéncia de biodegradacgéo foi a condigao
3, onde foi empregada microbiota nativa do solo e o inoculo do consércio
degradador. Nesta condigdo, o efeito sinérgico destes microrganismos foi
preponderante para a obtengéo do valor elevado de 98% de degradagéo do
6leo contaminante, maior até do que a soma dos resultados obtidos na
condicdo 2 e 4.

Cabe destacar que o menor resultado obtido nos testes em meio liquido
(19%, condigéo 4) foi ainda assim maior do que os resultados de eficiéncia
de biodegradagao que vém sendo obtidos pelo grupo de pesquisa nos testes
utilizando solo com teor reduzido de umidade (50% CC), os quais variam de
2 a 11%. Esta diferenca verificada nos resultados dos testes em meio liquido
e em meio semi-sdlido indicam que, possivelmente, o principal fator que



interfere na obten¢do de resultados de eficiéncia de biodegradagdo mais
elevados em meio semi-solido é a forte interag&o entre o contaminante e a
matriz do solo, reduzindo assim a biodisponibilidade do primeiro. Esta forte
interagao esta associada ao processo acentuado de intemperizagao pelo qual
0 solo contaminado passou.

Outra forma de avaliar os resultados do teste seria através da determinagao
do teor de dleos e graxas inicial e final de cada condigdo. Determinou-se para
0 solo contaminado o teor de 6leos e graxas inicial de 3,10% que forneceu o
extrato orgénico para o desenvolvimento do teste. No entanto, para as
amostras finais do testes ocorreu uma grande dificuldade de adaptagéo do
método 1T2003-001-00 para a determinagép de 6leos e graxas. A dificuldade
apresentada resultou da formag&o de uma terceira fase entre a fase orgénica
(extrato+solvente) e a fase aquosa (meio inorganico+populag&o microbiana),
a qual retia parte do extrato remanescente, levando a resultados
inconclusivos.

Pelas caracteristicas apresentadas pela fase intermediaria formada,
acreditava-se que esta era formada por um biosurfactante produzido pelos
microrganismos durante a degradagao dos hidrocarbonetos, estimulada pelo
meio inorgénico liquido. Para esta confirmag&o, foi realizado um teste
qualitativo, descrito por Banat (1995) no qual gotejou-se uma amostra da fase
onde suspeitava-se ter o biosurfactante e de um biosurfactante comercial em
uma camada fina de 6leo cru. A emulsificagdo do 6leo verificada para as
amostras das condigdes 2, 3 e 4 é um indicativo da presenca do
biosurfactante pois o “halo” formado (Figura 3) é semelhante ao formado
apds o gotejamento do biosurfactante comercial JBR 215 (fornecido pela
Jeneil).
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Figura 3: Registro fotografico do resultado do teste qualitativo para confirmagao
da presenga de biosurfactante



5. CONCLUSOES

++ Tendo em vista que neste teste foi observada a passivel degradagéo do
6leo obtida tanto pela microbiota nativa quanto pelo consércio microbiano
inoculado, em meio liquido, identificou-se como principal entrave da
biodegradag&o do dleo cru presente no solo a forte interagdo entre a matriz
argilosa e o contaminante, decorrente do processo de intemperizagdo sofrido
pelo residuo.

«» Deve-se continuar testando a estratégia de bioaumentagdo do solo
contaminado, pois os resultados obtidos no presente trabalho para a
condicdo 3, indicam que o efeito sinérgico da microbiota nativa do solo e o
indculo do consércio degradador foi preponderante.

«» Qutras estratégias visando aumentar a biodisponibilidade do 6leo

contaminate deverao continuar a serem testadas, como por exemplo 0 uso
de biosurfatantes.
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