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RESUMO

A elevada potencialidade do uso de mi-
crorganismos, apontados na literatura
como agentes degradadores das mais
diversas substancias, aliada ao cada vez
mais freqliente emprego da biotecno-
logia, indicam o tratamento biol6gico
como um dos mais eficientes meios de
reduzir os efeitos adversos dos hidrocar-
bonetos sobre o meio ambiente. Desta
forma, a aplicacao de técnicas de bior-
remediacao vém se destacando como
uma das estratégias mais promissoras
a serem adotadas no tratamento de so-
los contaminados por hidrocarbonetos
de petréleo. A biorremediacao, ao con-
trario dos processos fisicos e quimicos,
€ considerada como um método seguro,
eficiente e mais barato para remocao de
poluentes perigosos.

A biorremediacao de solos, quando
comparada com processos quimicos e
fisicos, € uma alternativa ecologicamen-
te mais segura e eficiente para reduzir a
poluicao por contaminantes organicos.
Esta tecnologia € baseada na utilizacao
de microrganismos para transformar os
poluentes em substancias com pouca ou
nenhuma toxicidade. Este processo pode
tornar-se ainda mais efetivo através da
utilizagao de aditivos tais como: nutrien-
tes, mais microrganismos, surfatantes,
enzimas comerciais, dentre outros.

Otermo biorremediagao engloba uma
série de tecnologias e técnicas distintas
para tratamento ndo sé de solos, mas

ABSTRACT

The high potentiality of microorgan-
isms use, pointed out in the literature
as degrading agents of several substanc
es, combined to the ever frequent use
of the biotechnology, indicate the bio-
logical treatment as one of the most ef-
ficient means of reducing the adverse
effects of hydrocarbons on the environ-
ment. Thus, the application of bioreme-
diation techniques is being distinguished
as one of the most promising strategies
to be adopted in the treatment of pol-
luted soils by petroleum hydrocarbons.
The bioremediation, unlike the physical
and chemical processes, is considered as
a safe, efficient and cheaper method for
removing dangerous pollutants.

The bioremediation of soils, when
compared with chemical and physical
processes, is an ecologically safer and ef-
ficient alternative to reduce the organic
pollution. This technology is based on
the use of microorganisms to transform
those pollutants in substances with little
or any toxicity. This process can still be-
come more effective through the use of
addictive such as: nutrients, more micro-
organisms, surfactants, and commercial
enzymes, among others.

The term bioremediation includes a se-
ries of technologies and different tech-
niques for treating not only soils, but also
polluted waters and other residues, and
that can be classified as in-situ or ex-situ
treatment processes.



também de dguas contaminadas e ou-
tros residuos, e que podem ser classifi-
cadas como processos de tratamento ex-
situ ou in-situ

No caso especifico da biorremediacao
de solos contaminados, tanto a aplicacao
de técnicas de tratamentos in-situ, quan-
to de tratamentos ex-situ em fase sdlida,
muitas vezes tornam-se inviaveis sob o
ponto de vista técnico (limitacdes geold-
gicas da area contaminada, dificuldades
operacionais, fortes influéncias climati-
cas dentre outros) e/ou econémico (cus-
to elevado). Desta forma, a utilizacdo de
biorreatores surge como uma alternativa
interessante, apresentando como princi-
pais vantagens a possibilidade de moni-
toramento continuo da performance do
sistema, o controle das condicoes ideais
de processo, imprescindiveis a manuten-
caoda atividade microbiana, e o reduzido
tempo de remediacao.
Palavras-chave: Biorremediacao, Solo,
Petroleo, Biorreatores

In the specific case of bioremediation
of polluted soils, either the application
of in-situ treatment techniques, or ex-
situ treatments in solid phase, become
many times unfeasible under the techni-
cal point of view (geological limitations
of the polluted area, operational difficul-
ties, strong climatic influences among
other) and/or economical (high cost).
Thus, the use of bioreactors appears as
an interesting alternative, presenting as
main advantages the possibility of con-
tinuous monitoring of the system per-
formance, the control of the process
ideal conditions, necessary to the main-
tenance of the microbial activity, and the
reduced remediation time.

Key-words: Bioremediation, Soil,
Petroleum, Bioreactors



1| INTRODUCAO

Com o processo de industrializacao e o desenvolvimento de tecno-
logias e produtos cada vez mais avancados, nao sé o progresso e o
bem-estar foram gerados. Problemas ligados a poluicao ambiental
se acentuaram e trouxeram como conseqiiéncia a necessidade da
conscientizacao quanto a importancia da restricao de lancamen-
tos indiscriminados de poluentes nos solos, rios, lagos, oceanos
e na atmosfera, bem como investimentos no desenvolvimento e
implementacao de tecnologias de remediacao.

Aindustria petroleira brasileira, como exemplo, principalmente refi-
narias e areas de producao de petréleo, eventualmente se depara
com vazamentos de substancias oleosas (6leo cru e/ou seus deri-
vados) que atingem tanto os recursos hidricos quanto os solos. As
tecnologias para tratamento de dguas contaminadas com subs-
tancias oleosas encontram-se em um estagio de desenvolvimento
bem mais avancado do que as tecnologias para o tratamento de
solos impactados por essas mesmas substancias. Em decorréncia
desta realidade torna-se cada vez mais urgente a necessidade de
se desenvolver e aplicar uma tecnologia eficiente de tratamen-
to dos solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo que
comporte grande carga organica e que envolva tempo e custo de
processo reduzidos.

A elevada potencialidade do uso de microorganismos, apontados na
literatura como agentes degradadores das mais diversas substan-
cias, aliada ao cada vez mais freqliente emprego da biotecnolo-
gia, indicam o tratamento biol6gico como um dos mais eficientes
meios de reduzir os efeitos adversos dos hidrocarbonetos sobre o
meio ambiente (ALEXANDER, 1999). Desta forma, a aplicacdo de téc-
nicas de biorremediacao vém se destacando como uma das estra-
tégias mais promissoras a serem adotadas no tratamento de solos
contaminados por hidrocarbonetos de petréleo (TRINDADE, 2005).
Segundo Provident et al. (1993), a biorremediacao, ao contrario dos
processos fisicos e quimicos, é considerada como um método segu-
ro, eficiente e mais barato para remocao de poluentes perigosos.



Define-se como biorremediacao a familia de tecnologias que se ba-
seia em processos nos quais organismos vivos, em geral microrga-
nismos e/ou plantas, sdo responsaveis pela remocao ou reducao
de poluentes ambientais.

Segundo Bernoth et al. (2000), tanto compostos orgénicos como
inorganicos podem ser biodegradados ou transformados através
de processos microbianos. Nas aplicacdes mais comuns da biorre-
mediacao, microrganismos que ocorrem naturalmente em solos, ou
aguas, contaminados sao estimulados a acelerar a degradacao de
contaminantes organicos, como hidrocarbonetos de petréleo, atra-
vés da manipulacao de condicdes ambientais tais como suprimento
de oxigénio, concentracao de nutrientes e teor de umidade.

O termo biorremediacao engloba uma série de tecnologias e técnicas
distintas para tratamento nao sé de solos, mas também de aguas
contaminadas e outros residuos, e que podem ser classificadas
como processos de tratamento ex-situ ou in-situ. Os processos de
tratamento ex-situ sao aqueles que envolvem a remocao fisica do
material contaminado do local original e o encaminhamento do
mesmo para o processo de tratamento em si, que ocorre em outro
local (BOOPATHY, 2000). Por outro lado, os processos de tratamento
in-situ sao baseados no estimulo a biodegradacao natural de conta-
minantes na sub-superficie do solo e da agua, sem a escavacao da
camada superficial do solo, através da adicao de nutrientes (prin-
cipalmente nitrogénio, fésforo e potassio), oxigénio e, em alguns
casos, microorganismos. Normalmente os processos de tratamento
in-situ sao associados a sistemas de bombeamento e recirculacao
da agua, de forma a transportar nutrientes e oxigénio aos aquife-
ros contaminados e solos associados (Ross, 1990/91).

Dentre as principais tecnologias empregadas na biorremediacao po-
dem ser citadas: Bioventing, Air Sparging, Biosparging, Pump-and-
treat, Fitorremediacao, Landfarming, Compostagem, Biopilhas e
os Biorreatores (TRINDADE, 2005; SEMPLE et al., 2001; JORGENSEN et
al.,2000; BOOPATHY, 2000; BERNOTH et al., 2000; ALEXANDER, 1999;
ROSS, 1990/91; BARKER et al., 1995). A elas pode-se associar técnicas
especificas visando o aumento da atividade microbiana como, por



exemplo, o bioestimulo, o bioaumento, a adicao de biossurfactan-
tes e a incorporacao de matérias estruturantes.

Atualmente, cresce o nimero de trabalhos envolvendo o uso de bior-
reatores para tratamento de solos contaminados e de residuos so-
lidos (coLLINA et al., 2005; NANO et al., 2003; TROQUET et al., 2003;
WARD et al., 2003; RICHNOW et al., 2000; BRINKMANN et al., 1998;
URURAHY, 1998; SANER et al., 1996a; SANER et al., 1996 b; BANERJEE
etal.,1995; BANERJI et al., 1995; PUSKAS et al, 1995; GRAY et al., 1994;
PROVIDENTI et al., 1993).

No caso especifico da biorremediacao de solos contaminados, tanto a
aplicacao de técnicas de tratamentos in-situ, quanto de tratamen-
tos ex-situ em fase solida, muitas vezes tornam-se inviaveis sob o
ponto de vista técnico (limitacdes geoldgicas da area contaminada,
dificuldades operacionais, fortes influéncias climaticas dentre ou-
tros) e/ou econdmico (custo elevado). Desta forma, a utilizacdo de
biorreatores surge como uma alternativa interessante, apresentan-
do como principais vantagens a possibilidade de monitoramento
continuo da performance do sistema, o controle das condicées ide-
ais de processo, imprescindiveis a manutencao da atividade micro-
biana, e o reduzido tempo de remediacao (GoGol et al., 2003; WARD
et al., 2003; RICHNOW et al., 2000; WOO E PARK, 1999; STROO et al.,
1997; TRUAX et al., 1995). Dentre outros fatores que fortalecem es-
ta tendéncia, chama-se atencao para o fato de que o movimento
restrito dos microrganismos no solo, em muito afeta a biodegra-
dacdo dos contaminantes, uma vez que se torna pequeno o acesso
dos mesmos aos nutrientes e aos proprios contaminantes a serem
degradados (PROVIDENTI et al., 1993). Em um biorreator essa limita-
cao pode ser totalmente contornada através da instalacao de um
sistema de homogeneizacao/mistura adequado.

O emprego de biorreatores torna-se uma alternativa ainda mais pro-
missora nos casos de contaminacao de solos de natureza argilosa,
em funcao da baixa aplicabilidade das demais técnicas de biorre-
mediacao neste tipo de solo. Isto se deve a caracteristica de baixa
permeabilidade apresentada pelos solos argilosos, o que dificul-
ta aincorporacao, em sistemas de mistura deficiente, de oxigénio

1| INTRODUCAO
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e nutrientes fundamentais a biodegradacao. No tratamento em
biorreatores esta dificuldade é contornada, uma vez que estes pos-
suem sistemas eficientes de homogeneizacao e aeracao.



2 | PETROLEO: ORIGEM, COMPOSICAO E ATIVIDADES
POTENCIALMENTE POLUIDORAS

Ao longo da histéria da Terra, grande quantidade de organismos
animais e vegetais foi, lentamente, depositando-se no fundo dos
lagos e mares. Pela acao do calor e da pressao, provocada pelo se-
guido empilhamento das camadas geologicas, estes depositos or-
ganicos foram transformados, face as reacoes termoquimicas, em
petroleo (6leo cru e gas). O petrdleo bruto possui em sua compo-
sicao uma cadeia de hidrocarbonetos, cujas fracdes leves formam
os gases e as fracoes pesadas o 6leo cru. Por isto, o petroleo é de-
finido como uma mistura complexa de hidrocarbonetos sélidos,
liquidos e gasosos (CORREA, 2003).

O petrdleo foi um dos primeiros recursos naturais que nossos ante-
passados aprenderam a usar. No entanto, sua utilizacao mais in-
tensa s6 comecou por volta de 1847, quando um comerciante de
Pittsbourg (Pensilvania, Eua) comecou a engarrafar e vender pe-
tréleo proveniente de vazamentos naturais, para ser utilizado co-
mo lubrificante (cOrRREA, 2003). Cinco anos mais tarde (1852), um
quimico canadense descobriu que o aquecimento e a destilacao
do petréleo produzia um liquido que podia ser utilizado em |am-
padas, o querosene. No entanto, somente em agosto de 1859 foi
perfurado o primeiro poco de petréleo em Titusville, Pensilvania
(EuA). A partir dai o petroleo passou a ser utilizado em larga esca-
la, substituindo os combustiveis disponiveis, principalmente o car-
vao, na industria, e os 6leos de ricino e de baleia, na iluminacao.
Com a invencao dos motores a explosao, no final do século xix,
comecou-se a empregar fracoes até entao desprezadas do petro-
leo, e suas aplicacdes multiplicaram-se rapidamente. No final do
século XIX, dez paises ja extraiam petrdleo de seus subsolos (PE-
TROBRAS, 2005).

No Brasil, apesar das primeiras concessoes terem sido outorgadas pe-
lo Imperador, em 1858, na Bahia, e da primeira perfuracao ter sido
realizada no final do século xi1x em Bofefes, Sao Paulo, foi somente



a partir de 1919 que as atividades de perfuracao se tornaram mais
freqiientes. Em 1939, na localidade de Lobato, na Bahia, foi obtido
petroleo pela primeira vez no territério brasileiro, surgindo assim
a industria nacional do petréleo (PETROBRAS, 2005).

O petréleo é uma matéria—prima essencial a vida moderna, sendo
o componente basico de mais de 6.000 produtos. Dele se produz
gasolina, combustivel de aviacdo, gas de cozinha, lubrificantes,
borrachas, plasticos, tecidos sintéticos, tintas e até mesmo ener-
gia elétrica (Figura 1). O petrdleo é responsavel ainda por cerca de
34% da energia utilizada no Brasil (PETROBRAS, 2005).

Conforme citado anteriormente, o petréleo é um produto da de-
composicao de matéria organica armazenada em sedimentos, que
migra através de aquiferos e fica aprisionado em reservatoérios.
Aproximadamente 600 bilhdes de barris de petréleo ja foram ex-
traidos do subsolo, porém, muito 6leo adicional tem sido locali-
zado por perfuracoes e ainda esta para ser extraido. No entanto,
uma grande quantidade permanece para ser encontrada. Estima-
se que, considerando todas as bacias sedimentares do mundo, algo
em torno de 1.500 e 3.000 bilhoes de barris de petréleo poderao
ainda vir a serem descobertos (CORREA, 2003).

Da etapa de exploracdo até a comercializacdo de seus derivados (“do
poco ao posto”) alguns impactos ambientais podem ser identifi-
cados durante o processamento do petréleo. Esses impactos vao
desde as consequiéncias dos estudos sismicos realizados na etapa
de exploracao, passando pela geracao de residuos (sélidos e liqui-
dos) e emissdes atmosféricas durante o processo de refino, até as
conseqliéncias de eventuais vazamentos acidentais ocorridos em
terra ou em mar.
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FIGURA 1: Importancia do petréleo na vida moderna.

Nas fases de perfuracao e producao, os cuidados maiores sao com o
lancamento de residuos, entre eles a lama de perfuracao, além da
prevencao e do controle de acidentes nos pocos. No transporte de
petroleo e derivados a preocupacdo é com a adocao de medidas
preventivas e de controle, para evitar derrames de 6leo. Nas refi-
narias, tem-se desenvolvido e implantado sistemas de tratamento
para todas as emissdes atmosféricas potencialmente poluidoras
(chaminés, filtros, etc.) e para os despejos liquidos, que sao trata-
dos por processos fisico-quimicos e/ou biolégicos. Ja os residuos
s6lidos podem ser encaminhados para reciclagem (quando pos-
sivel) ou serem tratados em unidades de recuperacao de dleo e/
ou de tratamento biolégico (biorremediacio) (PETROBRAS, 2005).
Pode-se afirmar que de todas as etapas que compdem a cadeia
produtiva do petréleo, a producdo em terra e o refino sdo as que
potencialmente podem vir a poluir os solos.

, COMPOSICAO E ATIVIDADES POTENCIALMENTE POLUIDORAS

2 | IPETROLEO: ORIGEM
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3| soLo

3.1| Aspectos gerais

O Planeta Terra é constituido de trés partes, a atmosfera, a hidros-
fera e a geosfera, que interagem constantemente entre si através
da acao de agentes fisicos, quimicos e biologicos. Dessa interagao
permanente surgiu o solo, definido como uma mistura de com-
postos minerais e organicos, que continua em constante trans-
formacao, pois as interacdes nao param de acontecer. Além disso,
a acao antropogénica tem agilizado de forma assustadora essas
transformacoes (LUCHESE et al., 2001).

Em um solo encontram-se trés fases fundamentais (Figura 2): a s6-
lida, a liquida e a gasosa.

A fase sélida ocupa 50%, em média, do volume total de um solo,
sendo constituida por minerais provenientes da decomposicao da
rocha mae pela meteorizacao ou intemperismo, e da matéria orga-
nica, em constante processo de mineralizacao e humidificacao. A
concentracao de matéria organica presente em um solo pode va-
riar de 0,5% em solos desérticos, até 95%, em solos turfosos, sen-
do que essa concentracao normalmente decresce a medida que a
profundidade do solo aumenta (LUCHESE et al., 2001).

Afaseliquida, ou solucdo do solo, encontra-se nos espacos vazios da
fase sé6lida, denominados poros do solo, e pode ocupar entre 15 e
35% do volume total do solo. Nessa solucao encontram-se os nu-
trientes na forma idnica ou complexados (LUCHESE et al., 2001).

Da mesma forma, a fase gasosa, ou ar do solo, encontra-se nos poros
da fase sélida e, por esse motivo, disputa o mesmo espaco com a
fase liquida. Seus volumes sao inversamente proporcionais. Num
momento de capacidade maxima de retencao de agua de um so-
lo, o teor de ar desse solo tende a zero. O ar do solo assemelha-
se ao ar atmosférico, pois provém desse. No entanto, a atividade
biolégica do solo, dentre outros fatores, podem causar alteracoes
na composicao do mesmo (LUCHESE et al., 2001).



Como se observa, a composicao dos solos pode ser variavel, sendo
normalmente dependente das caracteristicas da sua formacao.
Porém, de modo geral, costuma-se dizer que um solo constitui-se
de (Figura 2): 20-30% de ar, 20-30% de agua, 45% de minerais e 5%
de matéria organica.

Agua
25%

Minerais
45%

Matéria 2504
Organica
5%

FIGURA 2: Representacao esquematica da composicao do solo.

O solo é dividido em camadas horizontais, chamada horizontes
(Figura 3). As caracteristicas que podem ser levadas em conta pa-
ra diferenciacao dos horizontes dependem do conhecimento da
pessoa que esta realizando o trabalho e sdao baseada em alguns
critérios como textura, cor, consisténcia, estrutura, atividade bio-
l6gica, tipo de superficie dos agregados etc.

Normalmente o solo possui trés horizontes bem faceis de distinguir:
o horizonte O, que representa a matéria organica presente na su-
perficie; o horizonte A, que representa a regiao em que o solo per-
de material para as camadas mais profundas e o horizonte B, local
em que se acumulam os materiais perdidos pelo horizonte A.

Outras camadas importantes para se distinguir um perfil de solo sao
os horizontes C e R, caracterizados pela rocha matriz decomposta
(C) e ndo decomposta (R).
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FIGURA 3: Horizontes do solo.

3.2 | Contaminacao dos solos

O solo é reconhecido como um recurso natural basico, sendo um
componente fundamental dos ecossistemas e dos ciclos naturais,
um reservatorio de agua, um suporte essencial da atividade agri-
cola e um espaco para as atividades humanas. No entanto, a inte-
gridade desse recurso pode, algumas vezes, ser comprometida por
atividades antropogénicas inerentes ao desenvolvimento sécio-
econdémico da humanidade, quando as mesmas s3o realizadas sem
o comprometimento com a preservacao ambiental. A degradacao
do solo pode ocorrer por meio da desertificacao, pelo uso de tec-
nologias inadequadas, pela falta de conservacao, pela destruicao
da vegetacao (desmatamento ou queimadas), dentre outros.

A contaminacao do solo e do subsolo consiste na deposicao, disposi-
cao, descarga, infiltracao, acumulacao, injecao ou aterramento de
substancias ou produtos poluentes, em estado sélido, liquido ou
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gasoso. Assim, pode-se concluir que essa contaminacao ocorrera
sempre que houver adicao de compostos que modifiquem as ca-
racteristicas naturais do solo e suas utilizacdes, produzindo efeitos
negativos no mesmo (AMBIENTE BRASIL, 2005).

A contaminacao de solos pela introducao de 6leo no meio ambien-
te nao se constitui em uma novidade; ao contrario, ha registros
desse tipo de poluicao desde 1754. No entanto, conforme citado
por Ururahy (1998), foi a partir da década de 60 que as atencoes
se voltaram para essa realidade e varias técnicas de tratamento
passaram a ser adotadas. Essas técnicas baseiam-se em proces-
sos fisicos (lavagem, extracao a vapor), quimicos (extracao por
solvente, processos oxidativos avancados — POAs, desalogenacao
quimica, correcdes superficiais), térmicos (dessorcao térmica, in-
cineracao) e biolégicos (landfarming, biopilhas, biorreatores, etc.).
No entanto, o tipo de tratamento a ser adotado deve ser analisado
individualmente, avaliando-se as peculiaridades de cada residuo
e os custos envolvidos. Na Tabela 1 encontram-se os custos relati-
vos a alguns dos diferentes tipos de tratamento empregados para
solos contaminados.

TABELA 1: Custo estimado de remediacao de solos para diferentes ti-
pos de tratamento.

Custo estimado de remediacao

Tratamento
(U$/ tonelada)

Remocao para Aterros Acima de 100
Processos Fisicos:

Lavagem do solo 25-150

Lavagem fisico-quimica 50-175

Extracao a vapor 75
Processos Quimicos:

Extracdo por solvente 50-600

Desalogenacao quimica 175-450

Correcoes superficiais 10-25
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Custo estimado de remediacao

Tratamento (U$/ tonelada)

Tratamentos Térmicos:
Dessorcao térmica 25-225
Incineracao 50-1200

Tratamentos Bioldgicos:

Landfarming 10-90
Bioventing 15-75
Bioslurry 50-85
Biopilhas 15-35
Biorremediacao in-situ 175

Fonte: SEMPLE et al., 2001 apud TRINDADE, 2002.

No que toca aos processos biolégicos de tratamento de solos, uma
variedade de tecnologias ja sao utilizadas freqlientemente, e no-
vas e promissoras ferramentas tém sido desenvolvidas a fim de
alcancar estagios avancados de tratamento, conforme podera ser
verificado oportunamente ao longo deste trabalho. No entanto,
a aceitacao da biorremediacao como uma tecnologia viavel ainda
depende da relacao custo/beneficio e os métodos empregados
precisam ter no maximo os mesmos valores dos tratamentos qui-
micos e fisicos existentes (TRINDADE, 2002).



4 | BIORREMEDIAQRO: ASPECTOS GERAIS E FATORES
QUE AFETAM O PROCESSO

A biorremediacao engloba uma familia de tecnologias que se ba-
seia em processos microbianos de remocao ou reducao, completa
ou parcial, de poluentes ambientais.

O estabelecimento de condicées ambientais adequadas é funda-
mental para que o processo de biorremediacao aconteca de forma
eficaz. Caso isto nao ocorra, o crescimento e a sobrevivéncia dos
microrganismos envolvidos no processo de degradacao serao se-
veramente afetados e, conseqlientemente, a biorremediacao dos
compostos poluentes ficara comprometida.

Providenti et al. (1993) afirmam que as condicoes ambientais podem
afetar o processo de biodegradacao em dois niveis: influenciando
o crescimento e a atividade microbiana e influenciando também
as propriedades fisicas e quimicas dos poluentes. Os efeitos das
diferentes condicoes ambientais impostas ao sistema solo/poluen-
tes/microbiota podem ser interativos, o que torna dificil prever-se
um modelo de comportamento deste sistema. A otimizacao das
condicdes ambientais &, portanto, uma etapa fundamental no de-
senvolvimento de qualquer tecnologia a ser adotada no processo
de biorremediacao de solos contaminados.

A seguir sao apresentados alguns dos principais fatores que afetam
o processo de biorremediacao de solos contaminados por hidro-
carbonetos de petréleo.

4. | Aeracao

Condicoes aerdbias sao necessarias para que ocorra a biodegrada-
cao relativamente rapida de hidrocarbonetos de petréleo, uma vez
que a degradacao anaerdbia destes compostos ja foi demonstrada
como sendo extremamente lenta (BANERJI et al., 1995).

O oxigénio é utilizado pelos microrganismos ndo s6 como aceptor fi-
nal de elétrons na respiracao aerébia, mas também como substra-
to nas reacoes biodegradativas catalisadas pela enzima oxigenase.



Isto inclui o rompimento dos anéis, a hidroxilacao dos compostos
aromaticos e a oxidacdo dos compostos alifaticos (PROVIDENTI et
al., 1993). A adequada aeracao do sistema solo/contaminante é,
portanto, essencial ao processo de biodegradacdo aerdbia.

4.2 | Nutrientes

Para sobreviver, os microrganismos, de uma forma geral, neces-
sitam de fontes de nutrientes e de um aceptor final de elétrons.
Organismos aer6bios envolvidos no processo de biorremediacao
de solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo, como
citado anteriormente, utilizam o oxigénio como aceptor final de
elétrons e o carbono organico, proveniente dos contaminantes, co-
mo fonte de carbono. Nitrogénio, fosforo e potassio sao, por sua
vez, os principais nutrientes inorganicos adicionados, se necessa-
rio, durante os processos de biorremediacao. Com o objetivo de
prevenir limitacoes nutricionais durante o tratamento biolégico
utiliza-se, normalmente, a relacao c:N:p:k de 100:10:1:1, baseada no
teor de carbono organico (LALLY E RUSSEL, 1996). No entanto, Deuel
e Holliday (1997) sugerem uma relacdo c:N:P:k de 150:1:0,25:0,25
como sendo suficiente para suportar o crescimento e a atividade
microbiana durante o processo de degradacao de poluentes or-
ganicos em solos.

O nitrogénio pode ser adicionado na forma de uréia, cloreto de amé-
nio ou nitrato de aménia. Segundo Alexander (1999), essas fontes
de nitrogénio sao facilmente assimiladas pelo metabolismo bac-
teriano. Ja o fosforo pode ser adicionado na forma de fosfato de
sodio, fosfato de potassio, sais ortofosfdrico e polifosfato (DEUEL
E HOLLIDAY, 1997).

Muitos estudos relatam que a adicao de nitrogénio e fé6sforo aumen-
ta a biodegradacao de dleo cru e seus derivados, sem que sejam
observados danos ao meio ambiente (LEAHY E COLWELL,1990; MAR-
GESIN E SCHINNER, 1997; WALWORTH et al.,1997; LIN et al., 1999). No
entanto, Soriano (2001) verificou que, em estudo visando o esta-
belecimento das relacoes nutricionais adequadas para a biorreme-
diacao de solo areno-argiloso contaminado por 6leo cru, dosagens



excessivas destes nutrientes, principalmente do nitrogénio, podem
interferir negativamente no processo de biodegradacao. O mesmo
efeito inibitério foi comprovado por Trindade et al. (2005).

4.3 | Umidade

Durante o processo de biorremediacao de solos contaminados, o
teor de umidade deve ser mantido entre 50-80% da capacidade
de campo do solo para que taxas 6timas de degradacao sejam ob-
tidas (DEUEL E HOLLIDAY, 1997). Woo e Park (1999) citam que para o
caso especifico do tratamento em biorreatores, na pratica, o teor
de umidade necessario a operacao 6tima do sistema vai variar de
acordo com a textura do solo contaminado.

Sabe-se que reduzidos teores de umidade afetam negativamente o
metabolismo microbiano, a movimentacao dos microrganismos
no solo, assim como o transporte dos nutrientes através deste.
Por outro lado, teores excessivos de umidade limitam o transpor-
te de oxigénio no solo (PROVIDENTI et al., 1993). A definicao do te-
or de umidade adequado a ser adotado no tratamento biologico
de solos contaminados, seja em biorreatores, seja em biopilhas ou
landfarming, constitui-se, portanto, numa etapa fundamental da
otimizacdo do processo de biorremediacao.

4.4|PH

A atividade microbiana é fortemente dependente do pH do meio.
Da mesma forma, a solubilidade dos contaminantes e a sorcao des-
tes ao solo podem variar em funcao do pH (PROVIDENTI et al., 1993).
Segundo Alexander (1999), nas faixas de pH em torno da neutra-
lidade a biodegradacao tende a ser mais efetiva.

4.5 | Temperatura

A temperatura tem profundo efeito ndo sé6 nas caracteristicas fi-
sicas (solubilidade, sorcao, viscosidade, volatilizacao) dos hidro-
carbonetos contaminantes presentes no solo, mas também no
metabolismo microbiano (PROVIDENTI et al., 1993; BANEJI et al.,
1995). Em temperaturas baixas, hidrocarbonetos liquidos se trans-
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formam em parafinas sélidas, hidrocarbonetos soltveis precipitam
e ocorre uma queda consideravel na solubilidade desses. Estas ca-
racteristicas fisicas alteradas podem interferir significativamente
na disponibilizacao destes contaminantes para os microrganismos
responsaveis pela biodegradacao, afetando assim as taxas de de-
gradacao dos mesmos.

4.6 | Agitacao

Os microrganismos, como se sabe, nao se dispersam facilmente no
solo e nao possuem a habilidade de se movimentar de um ponto
de contaminacao para outro. Este movimento restrito dos micror-
ganismos no solo pode afetar severamente a biodegradacao dos
contaminantes, uma vez que o substrato precisa estar disponivel
e acessivel tanto para os microrganismos quanto para suas enzi-
mas extracelulares, para que a metabolizac3o dos mesmos ocorra
(PROVIDENTI et al., 1993). O movimento é importante para que os
microrganismos atinjam as interfaces onde nutrientes, contami-
nantes e outros microrganismos estejam agregados. Para que a
biodegradacao efetiva de compostos pouco sollveis ocorra é ne-
cessario um contato estreito entre as células e os poluentes.

A adicao de agua, citada por muitos autores como uma alternativa
atrativa, pode auxiliar no aumento do movimento microbiano,
porém, esbarra na possibilidade de lixiviacao dos poluentes para
o lencol freatico (no caso de tratamento in-situ) e na limitacao ao
transporte de oxigénio no meio, quando teores excessivos de umi-
dade sao adicionados (PROVIDENTI et al., 1993).

Freqlientemente a agitacdo mecanica, utilizada em algumas técnicas
de biorremediacao para aumentar a aeracao do solo, facilita também
a dispersao desse microrganismos degradadores (PROVIDENTI et al.,
1993). Diferentes sistemas de agitacao vém sendo estudados de for-
ma a maximizar o contato entre microrganismos e contaminantes
durante o processo de biorremediacao de solos contaminados por
hidrocarbonetos de petroleo (Icp, 2003; ALEF E NANNIPIERI, 1995).



4.7 | Disponibilizacao dos Contaminantes

A baixa disponibilizacao, para os microrganismos, de muitos dos
contaminantes encontrados em solos é um dos principais fatores
que interferem no processo de biodegradacao. Mesmo quando
microrganismos capazes de degradar os poluentes estao presen-
tes no sistema e todas as condicoes ambientais estao adequadas,
a inabilidade destes microrganismos em entrar em contato com
os compostos poluentes pode vir a interferir negativamente nas
taxas de degradacao (PROVIDENTI et al., 1993).

N3ao sao sé as limitacoes relacionadas ao movimento restrito dos
microrganismos no solo, citadas anteriormente, que podem afetar
severamente a biodegradacao dos contaminantes. Varios autores
(BOOPATHY, 2000; ALEF E NANNIPIERI, 1995; PROVIDENTI et al., 1993)
indicam que a baixa solubilidade destes contaminantes é um dos
fatores que podem influenciar o crescimento microbiano e, con-
sequentemente, a biodegradacao dos hidrocarbonetos. Em geral,
quanto maior a solubilidade do contaminante em agua, mais bio-
degradavel esse sera (BANERJI et al., 1995).

Adicionalmente, sdo sugeridos outros possiveis fatores limitantes a
biodegradacao como, por exemplo, a ndo emulsificacao adequada
dos hidrocarbonetos, o que resulta em pequenas areas superficiais
para contato com as células microbianas. Sabe-se que microrganis-
mos que apresentam a capacidade de adesao a compostos hidro-
fébicos podem solubiliza-los e, assim, promover a metabolizacao
e adegradacdo dos mesmos (PROVIDENTI et al.,1993). Sendo assim,
uma tentativa de incremento da metabolizacdo e da possibilidade
de biodegradacao de hidrocarbonetos contaminantes € aumentara
solubilizacao destes substratos empregando-se, por exemplo, sur-
factantes e emulsificantes (ALEXANDER, 1999). Os surfactantes, em
particular, podem interagir com os compostos presentes nos hidro-
carbonetos de petréleo e aumentar a solubilidade dos mesmos em
agua (BANERJI et al., 1995). Desta forma, a presenca de surfactan-
tes, naturais ou sintéticos, torna estes compostos disponiveis aos
microrganismos e consequentemente a biorremediacao.
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Diversos pesquisadores (RAHMAN et al, 2003; NITSCHKE E PASTORE,
2002; ALEXANDER, 1999; BANAT, 1995; BANERJI et al., 1995; PROVIDENTI
etal.,1993) vém investigando o uso de emulsificantes e surfactan-
tes produzidos microbiologicamente para aumentar a biodegra-
dacao de compostos hidrofébicos, como os hidrocarbonetos de
petréleo. Uma das principais vantagens do emprego dos bioe-
mulsificantes ou biosurfactantes (normalmente glicolipideos) é
a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e elevada eficacia em
algumas situacoes.

O uso dos surfactantes, em particular dos biosurfactantes, é um mé-
todo promissor de disponibilizacao dos contaminantes a ativida-
de microbiana, principalmente quando empregado em associacao
com tecnologias de tratamento ex-situ de solos contaminados. No
entanto, o seu uso associado a tecnologias de tratamento in-situ
pode causar a lixiviacao dos poluentes hidrofébicos para o lencol
freatico devido ao aumento da mobilidade dos mesmos (Provi-
DENTI et al., 1993).

4.8 | Tipo de Solo

No caso do tratamento biolégico de solos contaminados, o tipo de
solo a ser tratado também exerce papel importante na determi-
nacao da eficiéncia da biodegradacao.

A metabolizacdo e a biodegradacao de muitos poluentes podem
ser limitadas pela sorcao (adssorcao ou abssorcao) dos compostos
aos componentes do solo. A sorcao é responsavel pelo “aprisiona-
mento” dos contaminantes, removendo-os do estado dissolvido.
Se os compostos encontram-se fortemente sorvidos, eles podem
se apresentar indisponiveis aos microorganismos, limitando assim
a sua biodegradacao. Por outro lado, a sorcao pode reduzir/mini-
mizar alguns dos efeitos toxicos dos poluentes no solo através da
baixa disponibilizacao dos mesmos. Desta forma, o comporta-
mento dos contaminantes no solo é influenciado pela competi-
cdo dos processos de biodegradacao e sorcido (PROVIDENTI et al.,
1993). Em geral, a sorcdo de compostos hidrofébicos neutros em
solos é dependente do teor de matéria organica presente neste



solo. Segundo Providenti et al. (1993) a sorcao aumenta com o au-
mento do percentual de matéria organica e, conseqlientemente,
a biodegradacao diminui.

Woo e Park (1999) ressaltam que a textura do solo contaminado
determina, em grande parte, a umidade 6tima requerida para a
operacao de biorreatores, variavel que se encontra intimamente
relacionada ao grau de mistura e a aglomeracao. Truax et al. (1995)
e Boopathy (2000) vao mais além e chamam a atencdo para o fato
de que a forte dependéncia entre os parametros de processo (com-
portamento mecanico e biodegradabilidade) e a textura do solo
resulta das diferentes propriedades de superficie de fracoes, tais
como areia, silte e argila, que compdem o mesmo.

Conforme citado por Providenti et al. (1993), esforcos vém sendo re-
alizados no sentido de superar os fatores limitantes a biodegra-
dacao de contaminantes em solos. Problemas relacionados aos
microrganismos podem ser superados através (a) do isolamento
de espécies ou consorcios degradadores; (b) do melhoramento de
formulacdes e métodos de inoculacao para introducao de micror-
ganismos nos solos contaminados e/ou (c) do melhoramento da
atividade degradadora de microrganismos endégenos. Ja proble-
mas relacionados a disponibilizacao dos contaminantes e a dis-
persao dos microrganismos podem ser superados através do uso
de surfactantes e da adequada homogeneizacao do sistema solo/
contaminante/microbiota, respectivamente. Por outro lado, se as
condicdes ambientais sdo originalmente inadequadas, limitando
assim a biodegradacao dos poluentes, o uso de biorreatores deve
entdo ser considerado, uma vez que nesses € possivel o controle
efetivo e a otimizacao destas condicoes como, por exemplo, a ae-
racao, o teor de umidade, o grau de mistura e a temperatura.
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5 | ESTRATEGIAS DE AUMENTO DA EFICACIA DOS PRO-
CESSOS DE BIORREMEDIACAO

Conforme citado anteriormente, varios fatores relacionados ao
contaminante e ao ambiente contaminado podem limitar a exten-
sao dos processos de biodegradacao. O estabelecimento de condi-
cdes ambientais adequadas é fundamental para que o processo de
biorremediacao aconteca de forma eficaz. Caso isto ndo ocorra, o
crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos envolvidos no
processo serao severamente afetados e, consequientemente, a bio-
degradacao dos compostos poluentes ficara comprometida.
Varias estratégias de biorremediacao envolvendo o aumento da ati-
vidade microbiana podem ser empregadas em ambientes conta-
minados, a fim de acelerar o processo natural de biodegradacao
desses compostos. Dentre essas, as mais utilizadas para superar
as limitacdes da atividade microbiana e, conseqiientemente, ace-
lerar a degradacao dos hidrocarbonetos poluentes sdo: adicao de
fontes de nutrientes e oxigénio (“Bioestimulo”); aumento da mi-
croflora do solo através da adicao de microrganismos endégenos
ou exdgenos (“Bioaumento” e “Bioenriquecimento”); aumento da
disponibilidade dos hidrocarbonetos ao ataque dos microrganis-
mos através da adicao de surfactantes ou de microrganismos com
habilidade de produzir biosurfactantes; adicao de microrganismos
geneticamente engenheirados e a adicao de material.

5.1 | Bioestimulo

Para sobreviverem, os microrganismos, de forma geral, necessi-
tam de fontes de nutrientes e de um aceptor final de elétrons.
Organismos aerébios envolvidos no processo de biorremediacao
de solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo utilizam
o oxigénio como o aceptor final de elétrons e o carbono organico,
proveniente dos contaminantes, como principal fonte de carbono.
Nitrogénio, fésforo e potassio sao, por sua vez, os principais nu-
trientes inorganicos adicionados, se necessario, durante os proces-
sos de biorremediacao.



O bioestimulo é uma das estratégias mais adotadas em processos de
recuperacao de areas impactadas e consiste na correcao das con-
dicdes nutricionais (nitrogénio, fésforo, potassio), de aeracao, de
umidade e de pH do solo, para aumentar a atividade da populacao
existente nas areas contaminadas (AULENTA et al., 2005; BENTO et
al., 2005; Gogol et al., 2003 LIN et al., 1999; ATLAS, 1981).

O suprimento de oxigénio em sitios contaminados pode ser realiza-
do através da adicao de agentes oxidantes, tais como o peréxido
de hidrogénio. No entanto, a realizacao de revolvimento/aragem
e aeracao forcada do solo sdo as praticas mais adotadas (VASUDE-
VAN € RAJARAM, 2001; BOOPATHY, 2000).

Durante o processo de biorremediacao de solos contaminados, o te-
or de umidade deve ser mantido entre 50-80% da capacidade de
campo do solo para que taxas 6timas de degradacao sejam obtidas
(DEUEL e HOLLIDAY, 1997). Woo e Park (1999) citam que, na pratica,
o teor de umidade necessario a biodegradacao dos poluentes vai
variar de acordo com a textura do solo contaminado.

A atividade microbiana, por sua vez, é também fortemente depen-
dente do pH do meio. Segundo Alexander (1999), nas faixas de pH
em torno da neutralidade, de uma forma geral, a biodegradacao
tende a ser mais efetiva.

5.2 | Bioaumento e Bioenriquecimento

Adensidade de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos
presentes no solo contaminado a ser remediado é um fator que
influencia a taxa e a extensao da biodegradacao.

Em situacoes onde a populacao microbiana degradadora dos sitios
contaminados é pequena ou nado é capaz de degradar misturas
complexas de hidrocarbonetos, como, por exemplo, o 6leo cru, a
inoculacao com uma concentracao maior de microrganismos de-
gradadores torna-se uma estratégia interessante. A mesma de-
ve ser aplicada visando aumentar a biodegradacao do composto
poluente e reduzir o periodo de adaptacao dos microrganismos
presentes nos locais contaminados. Esta estratégia recebe a deno-
minacao de bioaumento, quando os microrganismos inoculados
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sao endogenos (extraidos do préprio solo contaminado, crescidos
in vitro e re-introduzidos no ambiente em maior concentracao), ou
de bioenriquecimento, quando os microrganismos inoculados sao
ex6genos (ROMANTSCHUK et al., 2000; PROVIDENTI et al., 1993;). No
entanto, alguns autores adotam o termo bioaumento para ambos
0s casos (MOREIRA E SIQUEIRA, 2002; VOGEL, 1996).

Destaca-se que para que a inoculacao de microrganismos exoégenos
(bioenriquecimento) tenha sucesso, é necessario que os mesmos
tenham habilidade de degradar a maior parte dos contaminan-
tes, possuam estabilidade genética e alto nivel de atividade en-
zimatica, capacidade de competir com a populacao intrinseca do
solo, nao sejam patogénicos e nao produzam substancias toxicas
durante o processo de biodegradacao (LEAHY E COLWELL, 1990; RO-
MANTSCHUK et al., 2000).

Sao relatados, na literatura, varios sucessos de aplicacao da téc-
nica de bioaumento em ambientes contaminados. Smith et al.
(1997) obtiveram um aumento da biodegradacdo de misturas de
HPAs ap6s a inoculacao do solo com um consoércio composto por
bactérias degradadoras. Na revisao realizada por Leahy e Colwell
(1990), foi descrito que a adicao de bactérias no solo acelerou a ta-
xa de biodegradacao de pesticidas. Em recente estudo, Ghazali et
al. (2004) avaliaram a biorremediacao de solo contaminado com
6leo diesel aplicando a técnica de bioaumento. Os autores verifi-
caram que a introducao de uma formulacao composta por 6 linha-
gens bacterianas (constituidas predominantemente por Bacillus e
Pseudomonas sp.) isoladas e purificadas de um solo contaminado
com hidrocarbonetos, efetivamente foi responsavel por uma de-
gradacao significativa dos hidrocarbonetos inicialmente presentes
no solo contaminado com 6leo diesel (57% dos alcanos e 20 -50%
dos alifaticos ap6s 60 dias de ensaio).

Contrariamente, em ambientes onde ja se estabeleceu um equilibrioe a
microbiota nativa encontra-se adaptada, tanto o bioaumento quan-
to o bioenriquecimento podem nao acarretar aumento das taxas de
biodegradacao (ATLAS, 1995; ALEXANDER, 1999). Nestes casos, a sim-
ples bioestimulacao da microbiota nativa pode ser mais eficiente.



5.3 | Surfactantes

A biodegradacao de hidrocarbonetos pode ser limitada pela sor-
cao (adsorcao e absorcao) desses compostos pelos componentes
do solo resultando em uma reducao da quantidade de hidrocarbo-
netos suscetiveis ao ataque microbiano. Além disso, a nao emulsi-
ficacdo adequada dos hidrocarbonetos resulta em pequenas areas
superficiais para contato com as células microbianas. Sabe-se que,
microrganismos que apresentam a capacidade de adesao a com-
postos hidrofébicos podem solubiliza-los e, assim, promover a me-
tabolizacdo e a degradacao dos mesmos (PROVIDENTI et al., 1993).
Sendo assim, uma tentativa de incremento da metabolizacao e
da possibilidade de biodegradacao de hidrocarbonetos contami-
nantes é aumentar a solubilizacao destes substratos e uma maior
dessorcao destes da matriz do solo empregando-se surfactantes e
emulsificantes (ALEXANDER, 1999). Os surfactantes, em particular,
podem interagir com os compostos presentes nos hidrocarbone-
tos de petréleo e aumentar a solubilidade dos mesmos em agua
(BANERJI et al., 1995). Desta forma, a presenca de surfactantes, na-
turais ou sintéticos, torna estes compostos disponiveis aos micror-
ganismos e, conseqiientemente, a biorremediacao.

A adicao de surfactantes sintéticos aumenta a solubilidade dos hi-
drocarbonetos, mas a maioria desses compostos é considerada
toxica aos microrganismos e ao meio ambiente (PROVIDENTI et al.,
1993; LEAHY E COLWELL, 1990).

Diversos pesquisadores (RAHMAN et al, 2003; NITSCHKE E PASTORE,
2002; ALEXANDER, 1999; BANAT, 1995; BANERJI et al., 1995; PROVIDENTI
etal.,1993) vém investigando o uso de emulsificantes e surfactan-
tes produzidos microbiologicamente para aumentar a biodegra-
dacao de compostos hidrofébicos, como os hidrocarbonetos de
petréleo. Uma das principais vantagens do emprego dos bioe-
mulsificantes ou biosurfactantes (normalmente glicolipideos) é
a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e elevada eficacia em
algumas situacoes.
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O uso dos surfactantes, em particular dos biosurfactantes, é um mé-
todo promissor de disponibilizacao dos contaminantes a ativida-
de microbiana, principalmente quando empregado em associacao
com tecnologias de tratamento ex-situ de solos contaminados. No
entanto, o seu uso associado a tecnologias de tratamento in-situ
pode causar a lixiviacao dos poluentes hidrofébicos para o lencol
freatico devido ao aumento da mobilidade dos mesmos (Provi-
DENTI et al., 1993).

5.4 | Engenharia Genética

Atroca de material genético tem sido apresentada como um dos
fatores que afetam a obtencao da capacidade de biodegradacao
de hidrocarbonetos pelos microrganismos, durante o periodo de
adaptacdo dos mesmos nas areas contaminadas (SA, 2002). Essa
troca de material genético pode ocorrer de forma natural, atraveés
da transferéncia de plasmideos, ou através de modificacoes gené-
ticas realizadas em laboratério.

Atransferéncia de plasmideos pode ocorrer naturalmente em solos
nao estéreis e a freqiiéncia deste evento depende dotamanho e da
razao de células doadoras e receptoras (PROVIDENTI et al., 1993).

Por outro lado, bactérias podem ser geneticamente modificadas em
laboratério para multiplos propdsitos, dentre eles para degradar
uma ampla faixa de hidrocarbonetos e/ou produzir biosurfactantes
(PIEPER e REINEKE, 2000). Harvey et al. apud Providenti et al. (1993)
relataram aumento da biodegradacao de dleo, ap6s a inoculacao
do solo com Pseudomonas aeruginosa SB30, bactéria engenheira-
da produtora de biosurfactante. Segundo Watanabe (2001), em al-
guns casos, onde microrganismos geneticamente modificados sao
introduzidos em ambientes contaminados, a taxa de degradacao
do poluente é aumentada devido a transconjugacées capazes de
proporcionar a degradacao do poluente, e ndo pela contribuicao
direta do organismo inoculado.

No entanto, o conhecimento sobre os impactos da utilizacao de mi-
crorganismos geneticamente modificados em areas contaminadas



ainda é muito precario, necessitando da realizacao de pesquisas
complementares para elucidar esses efeitos.

5.5 | Adicao material estruturante

Conforme mencionado anteriormente, condicoes aerdbicas e a
presenca de microrganismos apropriados, e em concentracoes
adequadas, sao condicoes necessarias para que se obtenha uma
elevada taxa de biodegradacao em solos contaminados por hidro-
carbonetos de petréleo. No entanto, a eficacia dos processos de
biorremediacao pode ser limitada por fatores como a baixa dispo-
nibilidade dos contaminantes e dos nutrientes aos microrganismos,
bem como pela aeracao insuficiente do solo. Uma baixa concentra-
cao de oxigénio pode limitar a biodegradacao do éleo, como tem
sido comprovado por diversos autores (VASUDEVAN e RAJARAM,
2001; ALEXANDER, 1999). Sabe-se, também, que os fatores limitan-
tes citados sao geralmente agravados quando a permeabilidade
do solo contaminado é baixa, sendo este parametro diretamente
relacionado aos elevados teores de argila e silte caracteristicos de
grande parte do solo brasileiro. Durante o processo biolégico de
tratamento, no entanto, a textura do solo, e conseqiientemente
a sua permeabilidade, podem ser aumentadas através da adicao
de materiais estruturantes.

Materiais estruturantes (ou bulking agents) sao materiais de baixa
densidade que, quando incorporados ao solo, sdo responsaveis pe-
la melhoria de algumas caracteristicas fisico-quimicas do mesmo.
Os materiais adicionados reduzem a densidade do solo, aumentan-
do a sua porosidade e facilitando a difusao de oxigénio por entre
as particulas sélidas. Adicionalmente pode ocorrer alteracao na
capacidade de retencao de agua do solo. Todos esses fatores con-
tribuem conjuntamente para o aumento da aeracdo do sistema
solo-contaminante e, consequientemente, da atividade microbia-
na (VASUDEVAN e RAJARAM, 2001; RHYKERD et al., 1999).

Os materiais estruturantes empregados como auxiliares no proces-
so de biorremediacao de solos impactados podem ser de origem
inorganica ou organica. Dentre os materiais de origem inorganica
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utilizados pode-se citar argila calcinada, vermiculita, areia, perlita,
cascalho, dentre outros (DAVIS e WILSON, 2000; CHO et al., 1997). Ja
os de origem organica incluem materiais como casca de coco, cas-
ca de arroz, palha, cavaco de madeira, serragem e farelo de trigo
(sTRAUBE et al., 2003; DAVIS e WILSON, 2000; ALEXANDER, 1999).

Uma ampla revisao da literatura especializada indica que os mate-
riais estruturantes de origem organica sao os mais empregados nos
processos de biorremediacao de solos contaminados por petréleo,
sejaem escala laboratorial, seja em escala ampliada (RAIMUNDO et
al.,2004; MEYSAMI e BAHERI, 2003; STRAUBE et al., 2003; VASUDEVAN
e RAJARAM, 2001; JORGENSEN et al., 2000; DAVIS e WILSON, 2000;
ALEXANDER, 1999; CHO et al., 1997; ELEKTOROWICKZ, 1994).

Em recente trabalho de associacao das técnicas de bioaumento (adi-
cao de in6culo microbiano composto de linhagens de fungos fila-
mentosos) e adicdo de material estruturante, Meysami e Baheri
(2003) verificaram, em escala laboratorial, que sé ocorreu a colo-
nizacao dos fungos no solo quando foi adicionado material estru-
turante ao mesmo. Além disso, os autores observaram que dentre
os materiais estruturantes testados (cavaco de madeira, musgo e
flocos de farelo de trigo), a mistura de musgo com os flocos de fa-
relo de trigo (5 —10% de flocos), adicionada na concentracao de 6%
ao solo contaminado, foi a que apresentou melhor resultado em
termos de crescimento, penetracao e atividade enzimatica micro-
biana. Segundo os autores, o musgo é majoritariamente composto
de residuos de madeira, que promovem um aumento considera-
vel dos espacos livres no solo, facilitando a aeracao do mesmo. Ja
os flocos de farelo de trigo contém trigo e glicose, que proporcio-
nam o crescimento acelerado dos fungos filamentosos e induzem
a maior producao de enzimas por esses microrganismos.

Vasudevan e Rajaram (2001), em experimentos realizados para otimi-
zar a biorremediacao de solo contaminado com borra de petréleo,
verificaram uma remocao, em 9o dias, de 76% dos hidrocarbone-
tos inicialmente presentes na condicao onde foi adicionado farelo
de trigo como material estruturante. Ja na condicao onde houve
apenas o bioestimulo da microbiota nativa do solo contaminado,



essa remocao foi de 66%. A adicao do material estruturante mos-
trou também ter um efeito fundamental na populacdao microbia-
na nativa, uma vez que foi observado pelos autores um aumento
de 120 vezes na concentracao microbiana com relacao a popula-
cao inicial.

Jorgensen et al. (2000) empregaram cavaco de madeira como ma-
terial estruturante, em associacao a técnica de bioaumento, para
a biorremediacao de solo contaminado com éleo lubrificante em
biopilha, em escala de campo (40 m3). Os resultados obtidos indi-
cam uma reducao de 70% no teor de éleo contaminante, sendo
esse resultante basicamente da adicao de material estruturante,
uma vez que, segundo os autores, a adicao de inéculo microbiano
(bioaumento) ndo apresentou efeito positivo no processo de bio-
degradacao do poluente.

A adicao de material estruturante torna-se também uma alterna-
tiva atraente quando o solo contaminado a ser tratado ja passou
por um acentuado processo de intemperizacdo e os compostos
organicos poluentes encontram-se fortemente aderidos a matriz
do solo. Nesses casos, apesar da microbiota nativa encontrar-se
adaptada a presenca do contaminante, a reduzida biodisponibi-
lidade do contaminante e dos nutrientes bem como a reduzida
concentracao de oxigénio podem ser desfavoraveis ao processo
de biorremediacao. A adicao de materiais estruturantes organicos,
geralmente, contribui para o aumento da atividade microbiana, de
uma forma geral, e também daqueles microrganismos degrada-
dores especificos, como os degradadores de hidrocarbonetos de
petréleo (JORGENSEN et al., 2000).
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6 | TECNOLOGIAS PARA BIORREMEDIA;RO DE SOLOS
CONTAMINADOS

O termo biorremediacao engloba uma série de tecnologias dis-
tintas para tratamento nao sé de solos, mas, também, de aguas
contaminadas e outros residuos, e podem ser classificadas como
processos ex-situ ou in-situ. Os processos de tratamento ex-situ
sao aqueles que envolvem a remocao fisica do material contami-
nado do local original e 0o encaminhamento do mesmo para o pro-
cesso de tratamento em si, que ocorre em outro local (BOOPATHY,
2000). Ja os processos de tratamento in-situ sao baseados no es-
timulo a biodegradacao natural de contaminantes na subsuperfi-
cie do solo e da agua, sem a escavacao da camada superficial do
solo, através da adicdo de nutrientes (principalmente nitrogénio,
fésforo e potassio), oxigénio e, em alguns casos, microorganismos.
Normalmente os processos de tratamento in-situ sao associados
a sistemas de bombeamento e recirculacao da agua, de forma a
transportar nutrientes e oxigénio aos aqliiferos contaminados e
solos associados (Ross, 1990/91).

As principais tecnologias empregadas na biorremediacao sao apre-
sentadas a seguir (EPA, 2004; TINDADE, 2002; BERNOTH et al., 2000;
BOOPATHY, 2000; ALEXANDER, 1999; BARKER et al., 1995; ROSS,
1990/91).

TECNOLOGIAS DE TRATAMENTO IN-SITU:

» Bioventing: tecnologia baseada na introducao de ar na zona insa-
turada do solo, suprindo assim a necessidade de oxigénio requeri-
da pelo processo da biodegradacao aerébia.

» Biosparging: tecnologia semelhante ao Bioventing, porém o ar é
introduzido na zona saturada, isto &, no lencol freatico. A proposta
€ nao somente suprir as necessidades de oxigénio, mas, também,
transferir os poluentes volateis para a zona insaturada na qual se
encontram os microrganismos capazes de degrada-los. Além dis-
so, a biorremediac3o ira ocorrer em alguma extensao no aquifero
devido a introducao do oxigénio.
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Air Sparging: tecnologia baseada na injecao de ar na zona satura-
da para volatilizacao dos contaminantes e remocao dos mesmos
no sistema coletor de gases.

Pump-and-treat: tecnologia baseada no bombeamento da agua
contaminada para a superficie e posterior tratamento em biorre-
atores semelhantes aos normalmente utilizados em sistemas de
tratamento aerébio de efluentes liquidos, como, por exemplo, o
sistema de lodos ativados.

Atenuacdo Natural Monitorada ou Biorremedicdo intrinseca: pro-
cesso de tratamento nao assistido, sendo apenas realizado moni-
toramento regular da concentracao do contaminante.
Fitorremediacdo: tecnologia que envolve a utilizacao de plantas
superiores, diretamente ou indiretamente, resultando em uma
remocao ou degradacao do poluente. Esse processo pode ocorrer
através da remocao do poluente pela prépria planta ou pela degra-
dacdo do poluente pelos microrganismos que colonizam as suas
raizes ou que estdo em uma porcao do solo bem préxima dessas.

TECNOLOGIAS DE TRATAMENTO EX-SITU:

>
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Landfarming: tecnologia normalmente utilizada para o tratamen-
to de residuos industriais perigosos. Os residuos sao dispostos em
células de tratamento de grandes dimensoes e misturados a ca-
mada superficial do solo, na qual encontra-se uma maior ativida-
de microbiana. O solo sofre fregiiente revolvimento e aragem com
objetivo de suprir o oxigénio necessario a atividade microbiana.
Da mesma forma, para a manutencao da atividade microbiana,
o pH, a umidade e as concentracoes de nutrientes sao corrigidos
periodicamente.

Compostagem: tecnologia variante do landfarming, baseada no tra-
tamento aerébio, termofilico de residuos e solos contaminados. O
material é misturado com um agente de carga (palha, pedacos de
grama, madeira, folhas, serragem, etc) com o objetivo de aumen-
tar a permeabilidade do solo, aumentar a taxa de transferéncia de
oxigénio e servir como fonte de carbono e energia capazes de fa-
vorecer o rapido estabelecimento de uma populacao microbiana
numerosa e ativa.
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» Biopilhas: tecnologia variante do landfarming, baseando-se, no en-
tanto, em um sistema mais complexo que permite o controle da
perda de compostos volateis durante a fase operacional e a intro-
ducao de agua, nutrientes e oxigénio. Porém, esse tipo de sistema
nao permite a freqliente mistura do solo para suprir limitacoes
referentes a heterogeneidade e a disponibilizacao de nutrientes e
contaminantes.

» Biorreatores: O tipo de biorreator mais comum para o tratamento
de solos contaminados sdo os reatores de lama ou slurry reactors.
Neste, ap6s escavacao e peneiramento, o solo contaminado é mis-
turado a uma fase aquosa (que pode conter microorganismos e/
ou nutrientes e/ou surfactantes). A “lama” gerada contém mais
ou menos sélidos (de 10 a 40% p/p) em funcao do tipo de solo, dos
equipamentos de agitacdo e do sistema de aeracao disponiveis. A
lama tratada normalmente é desidratada ou, alternativamente,
pode ser submetida a biorremediacao em fase sélida. Uma outra
opcao em termos de configuracao de biorreatores sdo os reatores
de fase solida, onde trabalha-se com teores reduzidos de umida-
de nosolo (10 —20%). Esses reatores, a serem estudados durante o
desenvolvimento da presente de tese, serao mais bem abordados
oportunamente.

No caso especifico da biorremediacao de solos contaminados, tanto
a aplicacao de tecnologias de tratamentos in-situ quanto a de tra-
tamentos ex-situ em fase sélida, tais como Landfarming, Biopilhas
e Compostagem, muitas vezes tornam-se inviaveis sob o ponto de
vista técnico (limitacoes geoldgicas da area contaminada, dificulda-
des operacionais, fortes influéncias climaticas dentre outros) e/ou
econdmico (custo elevado). Desta forma, a utilizacio de biorreato-
res surge como uma alternativa interessante, apresentando como
principais vantagens a possibilidade de monitoramento continuo
da performance do sistema, o controle das condicoes ideais de pro-
cesso, imprescindiveis a manutencao da atividade microbiana, e o
reduzido tempo de remediacao.

O emprego de biorreatores torna-se uma alternativa ainda mais
promissora nos casos de contaminacao de solos de natureza ar-



gilosa, em funcao da baixa aplicabilidade das demais técnicas de
biorremediacao neste tipo de solo. Isto se deve a caracteristica de
baixa permeabilidade apresentada pelos solos argilosos, o que
dificulta a incorporacao de oxigénio e nutrientes fundamentais a
biodegradacao. No tratamento em biorreatores esta dificuldade
é contornada, uma vez que esses possuem sistemas eficientes de
homogeneizacao e aeracao.
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7 | BIORREATORES

Conforme citado anteriormente, é possivel observar um aumento
no nimero de trabalhos envolvendo o uso de biorreatores para tra-
tamento de solos contaminados (NANO et al., 2003; BRINKMANN et
al., 1998; URURAHY, 1998; BANERJEE et al., 1995; BANERJI et al., 1995;
GRAY et al., 1994; PROVIDENTI et al., 1993). Dentre outros fatores que
fortalecem esta tendéncia, chama-se atencao para o fato, ja cita-
do, de que o movimento restrito dos microrganismos no solo em
muito afeta a biodegradacao dos contaminantes, uma vez que se
torna pequeno o acesso dos mesmos aos nutrientes e aos préprios
contaminantes a serem degradados.

Nos métodos classicos de tratamento biolégico de solos contamina-
dos, o problema relacionado a manutencao da adequada homoge-
neizacao do solo durante o tratamento é sempre encontrado. As
principais dificuldades incluem a introducao de aditivos (nutrien-
tes, surfatante, etc.) e a concentracao localizada de poluentes em
algumas regides do sistema. Estes problemas podem ser significati-
vamente reduzidos através do uso de biorreatores, onde o material
€ misturado de forma mais efetiva. Isto permite uma amostragem
mais significativa e uma medida mais realista do sucesso do pro-
cesso de descontaminacao (ALEF € NANNIPIERI, 1995).

Quando comparado com as técnicas classicas de biorremediacao,
como Landfarming e “Biopilhas”, o emprego de biorreatores apre-
senta como principais vantagens (ALEF € NANNIPIERI, 1995):

» Controle de emissdes atmosféricas e da geracao de aguas de
processo.

 Controle e manutencao das condicoes operacionais (pH, tempera-
tura, teor de umidade, etc.).

» Manutencao de grau de mistura adequado (agitacdo continua ou
descontinua).

» Controle da degradacao dos poluentes através de um monitora-
mento mais efetivo.

» Possibilidade de incorporacao de aditivos diretamente no reator



(d4gua, microrganismos, surfatante, nutrientes, corretivos de pH,
co-substratos, etc).

» Sistema de aeracao facilitado.

» Reduzida area requerida para instalacdo do sistema.

» Possibilidade de tratamento de solos com teor expressivo de par-
ticulas finas.

» N3o ha contato direto entre o contetido do reator (poluentes) e
o0 ambiente durante o processo de tratamento, o que representa
vantagem do ponto de vista ambiental e de seguranca.

Ainda segundo Alef e Nannipieri (1995), o tempo requerido para a
descontaminacao de solos em biorreatores € menor do que o en-
volvido em biopilhas, porém encontra-se diretamente relaciona-
do a fatores tais como o tipo de contaminante, sua concentracao,
tipo de matriz do solo, etc. Os autores exemplificam estas afir-
macoes citando que para o tratamento de solos arenosos, con-
taminados com hidrocarbonetos facilmente biodegradaveis, sao
necessarios apenas alguns dias de operacao, enquanto para solos
argilosos ou siltosos, impactados por hidrocarbonetos poliaroma-
ticos, sao esperadas varias semanas para se atingir niveis aceita-
veis de recuperacao.

Se o tempo envolvido nos processos de biorremediacao depende de
uma série de fatores, o custo, por sua vez, se encontra totalmen-
te relacionado a extensao deste tempo. Também o tipo de reator
adotado interfere na economicidade do tratamento, em funcao
de diferentes custos de investimento e de operacao a ele associa-
dos. De acordo com Alef e Nannipieri (1995), o custo total de trata-
mento de solos em biorreatores normalmente se situa na faixa de
US$ 200,00 a US$ 300,00 por tonelada. Como se pode perceber, a
questao econdmica envolvida nos processos de descontaminagao
de solos é bem complexa, devendo ser avaliada a luz de compara-
cbes nao s6 financeiras, mas, também, técnicas.

No caso especifico de solos contaminados por éleo ou residuos ole-
osos, freqlientemente acumulados em diques, tanto em refinarias
quanto em areas de producao, a associacao dos diferentes fato-
res citados, tais como caracteristicas e heterogeneidade do solo a
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ser tratado, microrganismos e rotas bioquimicas, possivelmente
envolvidos em sua decomposicao vém apontando, a despeito do
custo, para a viabilidade de utilizacao de biorreatores.

Aselecao da configuracao mais indicada de biorreator a ser adotada,
bem como da técnica de biorremediacao associada (bioestimulo,
bioaumento, incorporacao de material estruturante, dosagem de
biossurfatantes, etc.) devem ser realizadas levando-se em con-
sideracao as caracteristicas do solo a ser tratado (percentual de
material argiloso, etc.), a natureza do contaminante (recalcitran-
cia, viscosidade, etc.), a composicao da mistura a ser tratada (soli-
do, dgua e contaminante), os microrganismos envolvidos, o grau
de importancia da aeracao, o nivel de necessidade de agitacao,
dentre outros.

7.1| Tipos de Biorreatores

Varios tipos de biorreatores vém sendo testados para diferentes
aplicacoes (coLLINA et al., 2005; I1CP, 2003; NANO et al., 2003; TRO-
QUET et al., 2003; WARD et al., 2003; RICHNOW et al., 2000; wWoo e
PARK, 1999; BRINKMANN et al., 1998; URURAHY, 1998; SANER et al.,
1996a; SANER et al., 1996 b; ALEF e NANNIPIERI, 1995; BANERJEE et al.,
1995; BANERJI et al., 1995; KRUGER et al., 1995; PUsKAsS et al, 1995;
TRUAX et al., 1995; GRAY et al., 1994; PROVIDENTI et al., 1993).

Para tratamento de solos contaminados, sem prévia remocao das
fracdes mais finas do solo, é recomendado o uso de biorreatores
horizontais (reatores de fase sélida: tambor rotativo ou tambor fi-
X0) (ALEF € NANNIPIERI, 1995). O procedimento de lavagem de alguns
solos contaminados, por sua vez, produz uma suspensao altamen-
te contaminada contendo fracoes finas do solo. Os biorreatores
verticais (reatores de fase semi-sélida ou reatores de lama) ja sao
mais adequados ao tratamento destas suspensoes.

Conforme citado por Alef e Nannipieri (1995) a maioria dos biorre-
atores tem incorporado a sua estrutura um sistema de agitacao
que assegura que o material a ser tratado seja adequadamente ho-
mogeneizado. Isto possibilita a introducao e mistura adequada de
aditivos para ajuste de alguns parametros como teor de umidade,



fontes de oxigénio e nutrientes, pH, etc. Alguns reatores, se neces-
sario, podem também contar com um sistema de aquecimento de
forma a acelerar o processo de biodegradacao.

7.1.1 REATORES DE FASE SEMI — SOLIDA (OU REATORES DE LAMA)

A maior parte dos trabalhos realizados sobre biorremediacao de
solos contaminados empregando-se biorreatores aborda o trata-
mento em fase semi-sélida (lama). O tratamento em reatores de
lama é analogo ao tratamento biolégico convencional com bio-
massa em suspensao (ex: lodos ativados). Segundo Mueller et al.
(1991) os biorreatores de lama podem ser projetados com diferen-
tes configuracdes (Figuras 4 e 5), de forma a otimizar fatores que
normalmente sao limitantes do crescimento e da atividade micro-
biana no solo (principalmente a disponibilizacdo de substrato, nu-
trientes inorganicos e oxigénio). Para que este grau de otimizacao
da atividade microbiana seja atingido, é adicionada agua ao solo
contaminado objetivando a formacdo uma “lama” (suspensao de
solo em agua). Esta “lama” é continuamente agitada de forma a
maximizar a taxa de transferéncia de massa e o contato entre os
contaminantes e os microrganismos capazes de degrada-los (sTroo
etal.,1997). Os reatores de lama podem ter sua operacao conduzi-
da sob o sistema de batelada simples, batelada sequiencial ou com
alimentacao semicontinua ou continua.

Normalmente aplicam-se, no tratamento em fase semi-sélida, equi-
pamentos (biorreatores) verticais, nos quais, via de regra, o teor de
soélidos se situa na faixa de 20 a 40% (ALEF € NANNIPIERI, 1995). Além
disto, as particulas de solo no interior deste tipo de reator no de-
vem exceder o tamanho de 100 um. Em funcao destas exigéncias,
os biorreatores verticais (reatores de lama) sao normalmente em-
pregados em combinacao com sistemas de lavagem de solos.
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Fonte: BANERJI et al., 1995.

FIGURA 4: Biorreator de Lama utilizado para testes em escala
piloto.



Fonte: ALEF E NANNIPIERI, 1995.

FIGURA 5: Biorreatores de Lama em Cascata: (1) Alimentacao; (2)
Descarga; (3) Entrada de Ar Comprimido; (4) Filtro de Carvao Ativado;
(5) Saida de Ar Filtrado.
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Woo e Park (1999) citam que o tratamento de solos contaminados
em biorreatores verticais de lama é considerado um dos métodos
mais rapidos de biorremediacao, uma vez que os substratos sao
eficientemente transportados até a populacao microbiana. O uso
deste tipo de reator apresenta também, como vantagens, rapi-
das taxas de degradacao, pequena area requerida para instalacao
e alto grau de flexibilidade. As rapidas taxas de degradacao sao
resultantes da habilidade de maximizar as taxas de transferéncia
de massa e fornecer condicoes 6timas para atividade microbiana
(sTroO et al., 1997). A variedade de opcdes para sistemas de agita-
cao e aeracao permite o tratamento de uma grande diversidade
de materiais com diferentes caracteristicas. Conforme citado por
Stroo et al. (1997) o principal objetivo da agitacdo e da aeracao é
fornecer oxigénio suficiente através da lama de forma a prevenir
as limitacoes a atividade microbiana inerentes a transferéncia de
oxigénio. A agitacao do contetdo do reator pode ser realizada so-
mente pela aeracao ou através da aeracao associada a um sistema
mecanico de agitacao.

No entanto, este tipo de tratamento é relativamente caro (woo e
PARK,1999). Conforme citado anteriormente, o emprego de bior-
reatores de lama é limitado ao tratamento de solos contendo teor
consideravel de particulas finas. Solos que contenham particulas
mais grossas, como areia, que requerem um dispéndio energético
elevado para serem mantidas em suspensao e adequadamente
homogeneizadas neste tipo de reator, necessitam passar por uma
etapa prévia de separacao desta fracdo mais grossa da fracao sil-
te e argila e por uma etapa de lavagem. Desta forma, este tipo de
tratamento requer a incorporacao de outras etapas operacionais
como a lavagem do solo e o tratamento dos efluentes gerados no
sistema, o que eleva em muito o custo do tratamento.

Banerjee et al. (1995) citam também como principais desvantagens do
uso de biorreatores de lama a elevada razao agua/soélidos (valores
tipicos situam-se em torno de 4:1, ou mais, em peso) e a elevada
energia requerida para agitacao do sistema de forma a manter as
particulas de solo em suspensao.



7..2 REATORES DE FASE SOLIDA

Os biorreatores de fase sélida sao particularmente adequados ao
tratamento de material com alto teor de sélido. Nestes tipos de
biorreatores o teor de umidade é mantido em niveis suficientes
apenas para a manutencao da atividade microbiana. A despeito
das vantagens econdmicas associadas a reducao da incorporacao
de agua na biorremediacao de solos, relativamente poucos sao os
estudos que exploram os biorreatores de fase sélida, em funcao
dos efeitos prejudiciais que a limitacao da agua pode vir a exercer
sobre o metabolismo microbiano.

Alef e Nannipieri (1995) destacam que, dentre as configuracdes de
reatores de fase sélida mais comuns estao as horizontais, que po-
dem apresentar duas subconfiguracées, que diferem entre si, basi-
camente, na forma de mistura: os tambores rotativos e os tambores
fixos. Nos primeiros, a homogeneizacao do sistema é promovida
pela rotacao do tambor como um todo, em torno de seu eixo, en-
quanto, na segunda, a mistura se deve a movimentacao de um ei-
xo central, de geometria variada.

Tambor Rotativo

O emprego de biorreatores do tipo tambor rotativo no tratamen-
to de solos contaminados vém sendo freqlientemente citado na
literatura (woo E PARK, 1999; BRINKMANN et al., 1998; BANERJEE et
al., 1995; KRUGER et al., 1995; TRUAX et al., 1995; ALEF € NANNIPIERI,
1995). Biorreatores do tipo tambor rotativo apresentam uma com-
binacao atrativa entre agitacao efetiva, mesmo com elevados te-
ores de sélidos (MAsLIYAH et al. 1992), e elevadas taxas de aeracao
(GrAY et al. 1994). Segundo Alef e Nannipieri (1995) a capacidade
efetiva deste tipo de reator gira em torno de 60% do volume to-
tal do mesmao.

Segundo Woo e Park (1999), os primeiros biorreatores deste tipo
apresentaram limitacées no que conferia a homogeneizacao/agi-
tacao adequada em funcao da formacao de filme de solo na pare-
de do reator e a formacao de agregados de solo (pellets). Isto fazia
com que as taxas de transferéncia de massa fossem reduzidas e,
consequientemente, ocorria um decréscimo na atividade microbia-
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na. Esforcos para aumentar a eficiéncia de agitacao através da in-
corporacao de impelidores de pas no interior do tambor foram, em
sua maioria, bem sucedidos, porém implicam em um consumo de
energia significativamente mais elevado. Alternativamente, a adi-
cao de teores adequados de umidade no reator se mostrou efetiva
para agitacao sem acarretar em agregacao do material. Parthen
et al. (1990) reportam que a adicao de 50% (peso/peso) de agua
apresenta efeito benéfico no tratamento de solo contaminado com
PAH’s e hidrocarbonetos. No entanto, o autor nao sugere teores
o6timos de agua a serem adicionados a solos com diferentes textu-
ras. Woo e Park (1995), por sua vez, apresentam em seu trabalho o
resultado do efeito do teor de agua (20, 30 e 40% de umidade) e da
velocidade de rotacao do tambor (1, 3, 6 e 12 rpm) na taxa de bio-
degradacao de PAH’s presentes como contaminantes em um solo
contendo 81% de areia, 18,4% de silte e 0,6% de argila, utilizando
um biorreator do tipo tambor rotativo de 12,6 litros de capacidade.
Para as condicoes operacionais otimizadas, foi obtida uma degra-
dacdo de 95% dos PAH’s totais ap6s 20 dias de tratamento.

Banerjee et al. (1995) reportam o uso de um biorreator do tipo tam-

bor rotativo, com 2 kg de capacidade, no tratamento de solo ar-
giloso contaminado com antraceno. O equipamento foi operado
com carga de sélidos de cerca de 60%, em peso, e inoculado com
cultura mista de bactéria. O monitoramento do desprendimento de
CO, demonstrou que a degradac¢ao e a mineralizagao do antraceno
ocorreu simultaneamente, e que cerca de 55% do antraceno inicial
foi mineralizado. O diagrama esquematico da unidade experimen-
tal utilizada pelos autores é apresentado na Figura 6, a seguir.
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Fonte: BANERJEE et al., 1995.

FIGURA 6: Diagrama Esquematico de Unidade Experimental com
Biorreator do Tipo Tambor Rotativo para Tratamento de Solo
Contaminado.

Cabe destacar que neste tipo de configuracao é imprescindivel a oti-
mizacao do sistema de agitacao e do sistema de introducao de ar.
Tambor Fixo
Segundo Alef e Nannipieri (1995), tambores fixos apresentam a
vantagem de poderem ser utilizados em escala ampliada (reato-
res de volume total de 420 m3 ja foram construidos), apesar de s6
comportarem um nivel de ocupacao maximo de 40%, enquanto
em tambores rotativos é possivel atingir percentagens de ocupacao
de até 60% do volume util. O modelo de agitador, ilustrado por es-
tes autores (Figura 7), consiste em um eixo helicoidal, que atua tal
como um parafuso transportador, a exemplo dos que sao usados
na classificacao e no transporte de minérios. Cabe ressaltar que os
parafusos transportadores se adequam mais a processos continu-
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o0s, que envolvem tempos de residéncia relativamente reduzidos;
desta forma, é de se esperar que sua aplicabilidade na biorreme-
diacao de solos seja limitada. Ainda assim, o Instituto Colombiano
do Petrdleo (icP)/Empresa Colombiana de Petréleo (Ecp) oferece em
sua homepage a tecnologia intitulada Proceso Semicontinuo para
la Biodegradacion Estimulada e Intensiva de Lodos Aceitosos, que
consiste, justamente, no tratamento biolégico de residuos sélidos
da industria do petréleo (borras oleosas) em reatores do tipo tam-
bor fixo, dotado de eixo helicoidal (parafuso transportador) (Figura
8). Tal tecnologia apresenta como vantagem acelerar cerca de 16
vezes o processo de biodegradacao natural dos hidrocarbonetos.
Poucos detalhes adicionais sao oferecidos, por se tratar de uma
area de interesse comercial (icp, 2003).

Fonte: ALEF E NANNIPIERI, 1995.

FIGURA 7: Reator do Tipo Tambor Fixo: (1) Alimentacdo do Solo
Contaminado; (2) Transporte do Solo no Interior do Reator; (3) Adicao
de Aditivos; (4) Corpo do Reator; (5) Descarga de Solo Tratado.
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FIGURA 8: Esquema Representativo do Proceso Semicontinuo para la
Biodegradacion Estimulada e Intensiva de Lodos Aceitosos.
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8 | ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DA BIORREMEDIA-
CAO DE SOLOS CONTAMINADOS POR HIDROCAR-
BONETOS DE PETROLEO

A biorremediacao é definida como a familia de tecnologias que se
baseia em processos microbianos de conversao de poluentes am-
bientais em produtos nao téxicos, como diéxido de carbono (via
degradacdo aerdbia), dgua e sais inorganicos simples, ou algumas
vezes CH, (via degradacao anaerdbia) (BERNOTH et al., 2000). No
caso dos processos aerébios, o termo mineralizacao é empregado
para caracterizar a degradacao completa do poluente a formas
inorganicas como Co,, H.0, NH3 e outros (MOREIRA € SIQUEIRA,
2002). Muitas vezes esse termo é considerado um sinénimo de
biodegradacao, porém nem sempre o processo de biodegradacao
leva a mineralizacao completa do poluente.

Segundo Bernoth et al. (2000), tanto compostos organicos como
inorganicos podem ser biodegradados ou transformados através
de processos microbianos. Nas aplicacoes mais comuns da biorre-
mediacao, microrganismos que ocorrem naturalmente em solos, ou
aguas, contaminados sao estimulados a acelerar a degradacao de
contaminantes organicos, como hidrocarbonetos de petréleo, atra-
vés da manipulacao de condicoes ambientais tais como suprimento
de oxigénio, concentracao de nutrientes e teor de umidade.

Do ponto de vista pratico, segundo Moreira e Siqueira (2002), a bior-
remediacao é fundamentada em trés aspectos principais:

a) A existéncia de microrganismos com capacidade catabdlica para
degradar o contaminante;

b) A disponibilidade ou a acessibilidade do contaminante ao ataque
microbiano ou enzimatico;

c) Aexisténcia de condicdes ambientais adequadas para o crescimen-
to e atividade do agente biorremediador.

No presente trabalho, maior enfoque sera dado aos microrganismos
responsaveis pelo processo de biorremediacao de solos impacta-
dos por hidrocarbonetos de petréleo e alguns dos fundamentos
bioquimicos envolvidos nesse processo.



8.1| Os microrganismos do solo e seu papel na degradacao
de poluentes organicos

O solo é um habitat bastante peculiar com relacao a outros ha-
bitats terrestres devido a sua natureza heterogénea complexa e
dinamica. Essas caracteristicas permitem que organismos com
metabolismos completamente distintos possam conviver lado a
lado, interagindo em um estado de equilibrio dinamico, muitas
vezes com relacoes de dependéncia essenciais para a sua sobrevi-
véncia. Quanto maior a complexidade da comunidade biolégica,
como ocorre na maioria dos solos, maior é a sua estabilidade (mo-
REIRA € SIQUEIRA, 2002).

Os microrganismos que habitam o solo realizam atividades impres-
cindiveis para a manutencao e sobrevivéncia também das comu-
nidades vegetais e animais. Como citado por Louis Pasteur: “O
papel dos infinitamente pequenos é infinitamente grande”. No so-
lo, as atividades principais dos organismos sao: decomposicao da
matéria organica, producao de humus, ciclagem de nutrientes e
energia, fixacao de nitrogénio atmosférico, producao de compos-
tos complexos que causam agregacao do solo, decomposicao dos
poluentes (xenobiéticos) e controle bioldgico de pragas e doencas
(MOREIRA € SIQUEIRA, 2002).

A biota do solo inclui representantes de todos os grupos de micror-
ganismos (bactérias, fungos, algas) e cada microhabitat do solo,
em um tempo ou outro, pode conter células de diferentes espécies
que podem estar interagindo positivamente ou negativamente
(MOREIRA € SIQUEIRA, 2002). Um exemplo de interacdo é a simbio-
se definida como a associacao permanente, ou prolongada, entre
organismos dissimilares que é caracterizada por contato fisico,
troca de metabélitos e de nutrientes, integracdo morfolégica e
fisiologica e regulacdo funcional entre parceiros (DE BARY apud
MOREIRA € SIQUEIRA, 2002). Outros exemplos de interacdes posi-
tivas sao comensalismo, protocooperacao e mutualismo. Ja como
interacoes negativas, pode-se citar a competicao, o parasitismo e
a predacao.
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A presenca de um microrganismo especificoem determinado solo é
funcao das condicoes ambientais dominantes e dos limites de sua
bagagem genética (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). Algumas espécies
de microrganismos podem sobreviver em condi¢cdes extremas de
salinidade, temperatura, pressao e pH. Além disso, os microrga-
nismos, de modo geral, sao bastante versateis em adaptar-se a
mudancas ambientais. Limitacdes fisicas (umidade, aeracao, po-
rosidade) e quimicas (disponibilidade de nutrientes e toxicidade de
elementos como metais pesados e hidrocarbonetos) podem ocor-
rer nos solos, porém muitas espécies sao capazes de se adaptar a
essas condicoes (MOREIRA € MOREIRA, 2002). A adocao de praticas
de recuperacao de solos contaminados com hidrocarbonetos de
petréleo, através da aplicacao de técnicas de biorremediacao, va-
le-se justamente dessa versatilidade microbiana, uma vez que os
microrganismos envolvidos no processo desenvolvem, ou apresen-
tam naturalmente, a capacidade de utilizar o composto poluen-
te (xenobidtico) como fonte de carbono e energia na auséncia de
uma fonte mais facilmente assimilavel.

Romantschk et al. apud Trindade (2002), citam que existem, pelo me-
nos, dois/duas principais casos/situacoes que resultam em micror-
ganismos capazes de degradar um ou mais compostos organicos:

1. A microbiota nativa é exposta ao contaminante xenobiético por
um periodo suficientemente longo para a evolucao genética criar
arota metabolica de degradacao do composto. Esse tipo de evolu-
cao acontece constantemente, porém, é relativamente lenta. Como
conseqiiéncia, a comunidade microbiana possui a rota de degra-
dacdo, mas a degradacao pode ser ineficiente devido a baixa con-
centracao celular ou pelo baixo nivel de atividade microbiana;

2.A microbiota nativa, a qual esta adaptada as condicoes locais, é
exposta ao contaminante xenobidtico e essa populacdo adquire
genes e rotas de degradacao de microrganismos imigrados natu-
ralmente de outro local. A transferéncia de material genético po-
de ocorrer por conjugacao, transducao ou transformacao. Todos
esses processos ocorrem nos ambientes naturais, porém também
sao relativamente lentos.



No entanto, a lentidao e ineficiéncia notadas nestes processos natu-
rais podem ser contornadas pela introducao, ao local contaminado,
de microrganismos exoégenos que possuem as rotas metabolicas
de degradacao os quais agem, desta forma, como doadores de
material genético, e também pela introducao de microrganismos
modificados geneticamente, os quais possuem rotas obtidas ar-
tificialmente em laboratérios (TRINDADE, 2002; WATANABE, 2001).
Essas duas opcdes de aumento da atividade microbiana, e conse-
quientemente da eficiéncia do processo de biorremediacao, serao
melhor discutidas mais adiante neste trabalho.

De acordo com Atlas (1981), existem varios géneros e espécies de
microrganismos capazes de biodegradar hidrocarbonetos. Zobell
apud Atlas (1981) identificou mais de 100 espécies, representati-
vas de 30 géneros, com capacidade de consumir hidrocarbonetos,
dentre eles bactérias, fungos e algas.

A diversidade metabdlica e o curto tempo de geracao das bactérias
caracterizam-nas como boas iniciadoras das reacoes de biode-
gradacao de poluentes (sA, 2002). Dentre os géneros de bacté-
rias degradadoras de hidrocarbonetos de petréleo predominam
Pseudomonas, Acinetobacter, Nocardia, Flavobacterium, Alcaligenes
e Micrococcus (LEBLANC E FITZGERALD, 1990). Vasudevan e Rajaram
(2001) verificaram que um consércio microbiano constituido por
linhagens dos géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Bacillus,
Flavobacterium, Corynebacterium e Aeromonas foram capazes de
degradar 75% do 6leo cru presente em um solo contaminado.

Embora as bactérias sejam responsaveis pela biodegradacao da maio-
ria dos hidrocarbonetos, algumas espécies de fungos filamentosos
e leveduras tém habilidade de degradar esses compostos (PRINCE,
1993).

Os fungos sao considerados mais eficientes que as bactérias sob
condicoes adversas do processo como, por exemplo, valores extre-
mos de pH, limitacdo de nutrientes e baixos teores de umidade.
Dentre os fungos filamentosos, algumas linhagens de Penicillium
sp. e Aspergillus sp. sao reconhecidas como sendo capazes de de-
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gradar uma maior quantidade de hidrocarbonetos. Além desses,
Colombo et al. (1996) constataram o consumo de hidrocarbone-
tos alifaticos e aromaticos por linhagens dos géneros Pleurotus,
Trametes e Coriolopsis.

Avantagem do emprego de fungos filamentosos em relacdo as bac-
térias que habitam os solos contaminados, por exemplo, reside na
capacidade que os primeiros possuem em excretar enzimas que
atacam diretamente os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HPAs), enquanto as bactérias possuem um sistema enzimatico
intracelular. Além disso, os fungos sao capazes de degradar molé-
culas de HPAs de alto peso molecular (quatro ou mais anéis), en-
quanto a maioria das bactérias limita-se a degradacao de HpPAs de
baixo peso molecular (GROTENHUIS et al., 1998).

Em alguns estudos envolvendo a utilizacao de hidrocarbonetos de
petréleo por leveduras, relata-se que diferentes espécies do género
Candida demonstraram preferéncia em degradar hidrocarbonetos
de cadeias lineares (sA, 2002). Outros trabalhos demonstram que
leveduras pertencentes aos géneros Sporobolomyces e Rhodotorula
foram capazes de degradar hidrocarbonetos alifaticos, ciclicos e
aromaticos (DELARCO, 1999). Atlas (1991) citou outros trés géne-
ros de leveduras com esta mesma capacidade: Saccharomyces,
Trichosporium e Cladosporium. Komagata et al. apud Atlas (1981)
descobriram 56 espécies de levedura capazes de consumir hidrocar-
bonetos; sendo que a maioria delas pertencia ao género Candida.
Ahearn et al. apud Atlas (1981) também isolaram do solo outros
géneros de levedura capazes de biodegradar hidrocarbonetos:
Rhodosporidium, Rhodotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces e
Trichosporon. Sa (2002), em estudo envolvendo a biorremediacao de
solo tropical contaminado com éleo cru, identificou e isolou, como
uma das principais linhagens degradadoras do poluente organico,
uma levedura da espécie Rhodotorula glutinis var. dairenesis.

Poucos estudos tém sido conduzidos a fim de investigar o potencial
de degradacao de hidrocarbonetos por espécies de algas. Cerniglia
et al. (1992) observaram que nove cianobactérias, cinco algas ver-
des, uma alga vermelha, uma alga marrom e duas diatomaceas



foram capazes de degradar naftaleno em meio liquido. Walter et
al. apud Leahy e Colwell (1990) constataram que a alga Protolheca
zopfii degradou 40% dos hidrocarbonetos contidos no éleo cru
quando esse foi utilizado como substrato.

Reconhecidamente, as bactérias sdo os principais microrganismos de-
gradadores de hidrocarbonetos envolvidos no processo de biorre-
mediacao de solos, uma vez que, com o aumento da profundidade
do solo, o nimero de bactérias nao é drasticamente afetado, en-
quanto o nimero de fungos ou actinomicetos diminui. Este aumen-
to da populacao bacteriana é atribuido a habilidade das bactérias
utilizarem outros aceptores de elétrons que nao o oxigénio (BOOPA-
THY, 2000). Esta presenca acentuada da populacdo bacteriana em
solos pode ser observada pelos dados apresentados na Tabela 2.

TABELA 2: Distribuicao Tipica da Populacao Microbiana em Solos e
Agua Subterranea.

Microrganismos Populacao

Superficie (n° de células/g de solo)

Bactérias 10%-10°
Actinomicetos 107-108
Fungos 105-10°
Algas 104-10%

Subsolo (n° de células/g de solo)
Bactérias 103-107
Agua Subterranea (n° de células/ml)

Bactérias 10%-10°

Fonte: VIEIRA apud TRINDADE, 2002.

De acordo com o que foi apresentado anteriormente, fica clara a
existéncia deuma ampla variedade de microrganismos com habi-
lidade para utilizar hidrocarbonetos. Um resumo dos microrganis-
mos, encontrado na literatura, com esta habilidade, encontra-se
na Tabela 3.
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TABELA 3: Géneros Microbianos Degradadores de Hidrocarbonetos.

Bactérias

Achromobacter Mycobacterium

Acinetobacter Nocardia

Aeromonas Pasteurella

Agrobacterium Proteus

Alcaligenes Pseudomonas

Arthrobacter Rhodococcus

Bacillus Sarcina

Brevibacterium Serratia

Burkholderia Shingomonas

Chromobacterium Spirilum

Comamonas Streptomyces

Corynebacterium Vibrio

Cytiphaga Xanthomonas

Flavobacterium

Gluconobacter

Micrococcus

Fungos
Alga

Leveduras Bolores

Candida Acremonium Graphium Prototheca

Debaryomyces Aspergillus Humicola zopfii

Rhodotorula Aureobasidium  Lulwortria

Sporobolomyces  Beauveria Mortierella
Botrytis Mucor
Ceriporiopsis Oxyoirus
Chrysosporium Paecilomyces
Cladosporium Penicillium
Cochliobolus Phialophora
Colorospora Phoma
Coniothyrium Pleurotus
Coriolopsis Rhizopus
Cryphonectria Scolecobasidium

Gylindrocarpon
Dendryphiella
Drechslera
Fusarium
Geotrichum
Glicocladium
Gongronella

Scopulariopsis
Sprotrichum
Spicaria
Tolypocladium
Trametes
Trichoderma
Varicosporina
Verticilium

Fonte: TRINDADE, 2002; S4 2002



Apesar da enorme diversidade microbiana encontrada no solo (wa-
TANABE, 2001) e da presenca de varias espécies potencialmente de-
gradadoras de hidrocarbonetos, deve-se lembrar, conforme citado
por Moreira e Siqueira (2002), que somente uma pequena fracao
da biomassa do solo tem atividade heterotréfica, e, normalmen-
te, apenas parte desta é competente para a degradacao do com-
posto poluente de interesse. Além disso, deve-se considerar que
o processo de degradacao é, na maioria das vezes, executado por
um consércio microbiano, e ndo por uma coldénia ou populacao
Unica, o que exige interacoes controladas e equilibradas entre os
componentes de uma comunidade degradadora.

8.2 | Mecanismos de biodegradacao de hidrocarbonetos e
aspectos bioquimicos relacionados

Nos ultimos 20 anos, varias pesquisas vém sendo realizadas com
a finalidade de elucidar as vias metaboélicas de degradacao de hi-
drocarbonetos de petréleo (PRINCE et al., 1999).

Existem aproximadamente 200.000 compostos diferentes no 6leo
cru. Geralmente, todos aqueles que tém cadeias carbonicas cur-
tas sao facilmente degradados, ja o aumento das cadeias implica
em uma maior complexidade estrutural e, consequientemente, em
uma diminuicao do nimero de microrganismos capazes de degra-
dar estes compostos. Algumas das maiores estruturas moleculares
saoinsoluveis e a maioria dos microrganismos pode utilizar apenas
os compostos dissolvidos em agua (LEBLANC e FITZGERALD, 1990).
Como conseqiiéncia, observa-se entre os diversos hidrocarbone-
tos uma diferenca em relacao a sua susceptibilidade ao ataque
microbiano. Em geral, a ordem decrescente de susceptibilidade é:
n-alcanos > alcanos ramificados > compostos aromaticos de bai-
xo peso molecular > ciclo-alcanos > compostos poliaromaticos >
compostos polares (LEAHY e COLWELL, 1990).

Sabe-se que os hidrocarbonetos podem ser degradados através de
trés vias metabdlicas: respiracao aerdbica, respiracao anaerobia
e via fermentativa (RATLEDGE, 1994). Na via aerdbia, a primeira
etapa da biodegradacao consiste na oxidacao do hidrocarboneto,
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que é promovida por enzimas oxigenases. Nessa via, o oxigénio é
utilizado como aceptor final de elétrons e os produtos finais sao,
principalmente, CO, e H,O. Na respiracao anerébia substratos inor-
ganicos desempenham a funcao de aceptores finais de elétrons,
onde o CO, é reduzido a metano, sulfato a sulfeto, nitrato a nitro-
génio molecular ouion aménio. Ja a degradacao por via fermenta-
tiva caracteriza-se por empregar os substratos fosforilados como
aceptores finais de elétrons, resultando em compostos como CO,,
acetato, etanol, propionato e butirato (ENGLER e KENZIE apud URU-
RAHY, 1998; RATLEDGE, 1994).

Levando-se em consideracao que a biodegradacao de hidrocarbone-
tos de petroleo em solo é prioritariamente regida por processos
aerébios, somente essa via metabdlica de degradacao sera abor-
dada neste trabalho.

A decomposicao aerébica de um composto organico poluente (ge-
ralmente uma macromolécula) no solo é um processo biocatalitico
complexo que envolve a acao das enzimas que produzem mondme-
ros especificos em funcao da composicao do substrato disponivel.
Durante a decomposicao, processos distintos, porém simultaneos,
ocorrem (MOREIRA € SIQUEIRA, 2002):

a) As macromoléculas do poluente sao atacadas pelas enzimas ex-
tracelulares de origem microbiana, produzindo moléculas meno-
res, que sao absorvidas e utilizadas como substrato pelo préprio
microrganismo que promoveu aquela transformacao, ou por ou-
tros, no caso de co-metabolismo;

b) Os mondémeros e oligdmeros, presentes no material em decom-
posicao, sao rapidamente consumidos e transformados em bio-
massa, CO, e energia;

¢) Como resultado da proliferacao microbiana, o carbono e os nutrien-
tes presentes no solo sao transformados em novas moléculas, co-
mo proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos, quitina e outros;

d) Finalmente, restos celulares e metabolitos microbianos, subprodu-
tos da decomposicao do poluente, e complexos organo-minerais
acumulam-se na matéria organica do solo como moléculas quimi-
camente estaveis, formando o hiimus do solo.



Cabe destacar que os poluentes organicos e sua taxa de biodegrada-
cao no solo dependerdo basicamente da sua composicao quimica,
da acessibilidade, ou n3o, entre esses e as células e/ou enzimas (bio-
disponibilidade), e das condicdes fisico-quimicas do ambiente.

A seguir, serao apresentados os principais aspectos bioquimicos en-
volvidos na biodegradacao dos hidrocarbonetos.

8.2.1 HIDROCARBONETOS ALIFATICOS LINEARES E RAMIFICADOS

Os hidrocarbonetos alifaticos lineares e ramificados sao conside-
rados potenciais substratos para a maioria dos microrganismos
degradadores de 6leo cru, podendo ser classificados em satura-
dos e insaturados. Esses Ultimos sao raramente encontrados no
6leo cru e muito abundantes em produtos derivados do refino
(DELARCO, 1999).

A maior parte dos microrganismos converte, inicialmente, hidrocar-
bonetos alifaticos lineares (n-alcanos) em alcoois correspondentes,
através da acao das enzimas hidroxilases, também conhecidas co-
mo monooxigenases. Os mecanismos de degradacao envolvendo
dioxigenases, onde os n-alcanos sao transformados nos hidropero-
xidos e subseqlientemente reduzidos aos alcoois correspondentes,
também sao conhecidos, entretanto nao parecem ocorrer abun-
dantemente. Oxidacoes subterminais, que levam a formacao de
alcoois secundarios, raramente ocorrem (URURAHY, 1998).

A metabolizacao subseqiiente do alcool pode seguir diferentes vias,
conforme representado na Figura 9.
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FIGURA 9: Principais vias metabdlicas de degradacao de n-alcanos

Através da via de oxidacao terminal, normalmente, o alcool produ-
zido é primeiramente oxidado a aldeido e depois ao acido graxo
correspondente, por intermédio de enzimas alcool desidrogenase
e aldeido desidrogenase, respectivamente. Os acidos graxos, final-
mente, entram na via metabdlica da B—oxidacao, formando dois
compostos de carbono e acetilcoenzima A, com eventual liberacao
de CO, (LINDLEY, 1995). Ja os alcoois subterminais sao oxidados a
cetonas, posteriormente a ésteres e esses, em seguida, sao hidro-
lisados gerando um acido e um alcool. Apds a etapa de oxidacao
do alcool, os acidos produzidos podem ser metabolizados em vias
celulares normais (Ciclo de Krebs) (URURAHY, 1998).

De um modo geral, os alcanos ramificados sao menos susceptiveis
ao ataque microbiano do que os n-alcanos equivalentes devido ao
impedimento estérico oferecido as enzimas oxidativas, em espe-
cial quando estas ramificacoes ocorrem em posicao 3 e constituem
compostos ramificados quaternarios.



8.2.2 HIDROCARBONETOS CiCLICOS

Segundo Sa (2002), os hidrocarbonetos ciclicos (cicloalcanos) sao,
normalmente, compostos resistentes ao ataque microbiano. No
entanto, alguns trabalhos demonstram que os cicloalcanos subs-
tituidos e nao substituidos podem sofrer degradacao oxidativa e
co-oxidativa. Os cicloalcanos nao substituidos podem ser come-
tabolizados formando cetonas e alcoois. Ap6s a oxigenacao, a de-
gradacao prossegue com a clivagem do anel. Ja a degradacao dos
cicloalcanos substituidos ocorre por via oxidativa, onde o ataque
inicial ocorre na posicao da substituicao, formando compostos in-
termediarios (composto ciclico de acido carboxilico e aromatico)
que sofrem clivagem do anel (PRINCE, 1993). Normalmente, a de-
gradacao dos hidrocarbonetos ciclicos nao substituidos ocorre mais
lentamente do que a metabolizacao das formas substituidas. Em
particular, compostos ciclicos altamente condensados apresentam
elevada resisténcia a biodegradacao devido a sua complexidade
estrutural e ao seu estado fisico (DELARCO,1999).

Pode-se verificar na Figura 10 a via metabélica de degradacao do ci-
clohexano por Pseudomona sp. e Nocardia sp..

OH o} e}
| \ COOH
0 |
- - > - (<|3H2)4
COOH
Fonte: WATKINSON € MORGAN apud TRINDADE, 2002.

FIGURA 10: Via metabdlica de degradacao do ciclohexano por
Pseudomona sp. e Nocardia sp.

8.2.3 HIDROCARBONETOS AROMATICOS

Conhece-se, atualmente, uma grande variedade de bactérias e fun-
gos, além de algumas algas, que apresentam a habilidade de me-
tabolizar os hidrocarbonetos aromaticos e os poliaromaticos (HPAs)
(ALEXANDER, 1999). No entanto, a recalcitrancia destes compos-
tos é diretamente proporcional ao nimero de anéis condensados
compreendidos na molécula do contaminante. Apesar de pou-
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co elucidadas, existem fortes indicativos que o consumo de tais
substancias segue vias similares ao das estruturas monociclicas
(ALEXANDER, 1999).

De uma forma geral, observa-se que dois tipos de reacoes ocorrem
na degradacao de hidrocarbonetos aromaticos. A primeira é a que-
bra do anel aromatico, ou de um dos anéis dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs), pela atuacao enzimatica localizada
e especifica. A segunda reacao é aparentemente uma hidroxilacao
nao especifica na qual as enzimas catalisam uma reacao de adicao
de um grupamento hidroxila (-OH) em uma ou mais posicdes no
substrato (ALEXANDER, 1999).

Geralmente, a degradacao dos hidrocarbonetos aromaticos nao subs-
tituidos, como, por exemplo, o benzeno, inicia-se com a formacao
de catecol. Em seguida, este pode ser catabolizado tanto pela enzi-
ma catecol1,2-desidrogenase, entrando na via o.-cetodipato, quanto
pela enzima catecol 2,3-dioxigenase, mais comum em organismos
eucariotas (MESARCH et al., 2000; URURAHY, 1998). Ja nos hidrocar-
bonetos aromaticos substituidos, o ataque inicial das enzimas pode
ocorrer tanto na substituicao quanto diretamente no anel.

Os hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs) sdo compostos organicos
encontrados no petréleo e que possuem dois ou mais anéis ben-
zénicos e baixa solubilidade em agua. Como exemplos podemos
citar naftaleno, antraceno, benzo(a)pireno, fenatreno, dentre ou-
tros. Sabe-se que os principais processos de remocao desses po-
luentes do ambiente s3o a biotransformacao e a biodegradacao
(CERNIGLIA, 1992). A taxa de biodegradacao desses compostos é
inversamente proporcional ao numero de anéis da molécula. Os
HPAs de baixo peso molecular sao degradados mais rapidamente
que os compostos de maior peso molecular.

Pode-se verificar, pela Figura 10, que as bactérias e fungos diferem
quanto a forma de ataque a moléculas dos compostos poliaro-
maticos onde os fungos filamentosos utilizam uma etapa de hi-
droxilacao para dar inicio a quebra do anel aromatico e posterior
assimilacao, enquanto a maioria das bactérias utiliza inicialmente
uma etapa de oxidacao.
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FIGURA 11: Vias metabdlicas de degradacao de hidrocarbonetos
poliaromaticos.

8.2.4 ASFALTENOS E RESINAS

Os alfaltenos e as resinas sao compostos que possuem estruturas
muito complexas (substéncias aromaticas de alto peso molecular),
de dificil analise pelas metodologias quimicas convencionais, pre-
judicando bastante o entendimento da sua metabolizacao pelos
microrganismos (PRINCE, 1993). A elucidacio dos processos bioqui-
micos dos compostos asfalténicos e resinas presentes no petréleo
é um dos principais desafios para as futuras pesquisas sobre bio-
degradacao de 6leo cru.

De acordo com ampla revisao sobre biodegradacao de hidrocarbone-
tos, realizada por Atlas (1981), nenhuma via metabélica uniforme
tem sido determinada para os asfaltenos. Entretanto, alguns tra-
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balhos sao realizados com a finalidade de esclarecer essa duvida.
Bertrand et al. apud Atlas (1991) evidenciaram a degradacao de as-
faltenos e resinas através do processo de co-oxidacao. Rontaine et
al. apud Atlas (1991) também identificaram a co-oxidacdo de com-
postos asfalténicos por um consoércio bacteriano, na presenca de
misturas de n-alcanos com 12a 18 atomos de carbono.

8.2.5 MISTURAS COMPLEXAS DE HIDROCARBONETOS

Sabe-se que a quantidade e o tipo de hidrocarbonetos presentes no
petréleo ou em misturas complexas influenciam a biodegradacao
individual desses componentes nas areas impactadas.

Westlake et al. apud Atlas (1981) investigaram o efeito da composi-
cao do 6leo cru na biodegradacao de hidrocarbonetos e verifica-
ram que a habilidade da populacao mista de microrganismos em
utilizar os hidrocarbonetos como fonte de carbono foi extrema-
mente influenciada pela fracao insaturada e pela fracao asfaltica
dos 6leos. Eles também observaram que na caréncia de hidrocar-
bonetos do tipo n-alcanos, a fracao aromatica do éleo foi capaz de
sustentar o crescimento bacteriano.

No metabolismo de misturas complexas de hidrocarbonetos, como
no caso de ambientes contaminados com o6leo cru, os processos
de cometabolismo e inibicao devem ser considerados, pois ambos
podem ocorrer (SA, 2002).

Pirnik et al. apud Atlas (1981) nao observaram a biodegradacao de
pristano na presenca de hexadecano. Enquanto Lepetit e Tagger
apud Atlas (1981) determinaram que a producao de um composto
intermediario (acetato), durante o processo de biodegradacao, re-
duziu a utilizacao de hexadecano como substrato pelos microrga-
nismos. Portanto, o processo de inibicao provoca a permanéncia
de alguns componentes do 6leo cru, dificultando a recuperacao
dos ambientes contaminados.

Muitos hidrocarbonetos com cadeias ramificadas e cicloalcanos sao
removidos de ambientes contaminados com 6leo cru, devido ao
processo de cometabolismo. Segundo a revisao de Atlas (1981),
durante a biodegradacio de misturas complexas de hidrocarbo-



netos, a ocorréncia do cometabolismo pode conduzir tanto a eli-
minacao de compostos de dificil degradacao quanto ao acimulo
de hidrocarbonetos de pesos moleculares e estruturas quimicas
diferentes, podendo acarretar um aumento de toxicidade dos sis-
temas contaminados.
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