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Resumo
No presente trabalho, foram estudadas as condi¢des de biodegradacdo de um solo contaminado por petroleo,
utilizando fungos filamentosos e duas técnicas convencionais: o bioaumento e a bioestimulagdo. Os resultados
mostraram que a adigdo de in6culo flngico e das fontes de nitrogénio, avaliadas através da determinagédo de
CO;, beneficiaram o percentual de biodegradagao de petréleo, atingindo um valor maximo de 19,16% quando
utilizada uréia na propor¢do de 100:10. Quanto & remogéo dos hidrocarbonetos de petroleo, empregando a
determinacdo de TPH, o resultado apontou um incremento de aproximadamente 57% em relacdo a amostra
controle, ao empregar extrato de levedura e uréia como fontes de nitrogénio, ambas na proporgédo de 100:10. O
estudo tornou evidente o beneficio indistinto das duas fontes de nitrogénio empregadas, bem como mostrou com

clareza que a determinagao de TPH € uma técnica analitica mais acurada do que a de CO..

1. Introdugéo

Nos Ultimos tempos, tém crescido a preocupagdo com o meio ambiente, em especial, com os impactos
decorrentes de derrames de petréleo. Um dos melhores processos para recuperar solos contaminados é fazer
uso de microorganismos capazes de degradar compostos toxicos em um processo de biorremediagdo (Bento
etal., 2005).

Biorremediacao pode ser definida como o uso de microorganismos vivos para remogéo de poluentes do solo,

agua e gases, podendo ser aliada a duas técnicas: bioaumentagao e bioestimulagdo (Pandey et al., 2000).

O processo de bioaumentagao envolve a introdugdo de microorganismos que tém sido cultivados para degradar
varias cadeias de hidrocarbonetos dentro de um sistema contaminado. As culturas podem ser derivadas de um
solo contaminado ou obtidas de uma cultura estoque que tém demonstrado, previamente, capacidade para

degradar hidrocarbonetos (Sarkar et al., 2005).

O processo de bioestimulagdo consiste em introduzir nutrientes adicionais na forma de fertilizantes orgénicos
e/ou inorganicos em um sistema contaminado, o que causa o aumento da populagdo de microorganismos
indigenas. Os microorganismos podem ou ndo, inicialmente, ter como alvo os hidrocarbonetos como fonte de
alimento. Contudo, os hidrocarbonetos sdo, supostamente, degradados mais rapidamente do que no processo
de degradacao natural, devido a elevag¢do do nimero de microorganismos causado pelo aumento dos niveis de
nutrientes (Sarkar et al., 2005).
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Na ultima década, tém sido identificadas e caracterizadas diferentes espécies de bactérias e fungos
filamentosos, utilizados nos processos de biorremediacdo. Algumas caracteristicas dos fungos filamentosos,
como a bioatividade e o crescimento morfoldgico, os tornam melhores degradadores potenciais do que as
bactérias. Além disso, os fungos sdo capazes de crescer sob condicdes ambientais de estresse: meios com
baixos valores de pH, pobres em nutrientes e com baixa atividade de agua, favorecendo o seu desenvolvimento

diante de outros microorganismos (Mollea et al., 2005).

2. Objetivo
O presente trabalho teve como objetivo definir a fonte de nitrogénio mais adequada ao processo de
biorremediagdo, empregando Aspergillus versicolor como agente de degradacdo, bem como comparar o

emprego de duas técnicas analiticas para avaliagdo do mesmo.

3. Materiais e Métodos

3.1.Solo

O solo utilizado foi caracterizado como uma areia argilosa, contaminado em dezembro de 1998, por um
derramamento de dleo cru. As amostras de solo utilizadas no desenvolvimento dos testes foram coletadas em
julho de 2001 (22 Remessa).

3.2.Microorganismo

A. versicolor foi cultivado através da propagacdo de biomassa em tubos de ensaio, contendo Czapeck
agarisado. Os conideos, obtidos apds 5 dias de cultivo, foram removidos com o auxilio de 3 mL de agua
destilada estéril e transferidos a 200 mL de meio Czapeck liquido. Apds o cultivo durante 5 dias a 30 °C, a uma
rotagdo de 150 rpm, os “pellets” foram inoculados nos solos a serem tratados numa concentragéo de 25% v/v da
Capacidade de Retengéo de Agua (CRA).

3.3.Procedimento para avaliagao do efeito das fontes de nitrogénio

Para a realizagdo deste experimento foram empregadas duas fontes orgénicas de nitrogénio, uréia ((NH2).CO) e
extrato de levedura (EL). O solo em estudo possuia uma relagdo carbono-nitrogénio (C/N) de 100/4,55 e foi
empregado como controle do tratamento. No entanto, os experimentos foram conduzidos ajustando as relagbes
C/N em 100/10 e 100/25 para EL e em 100/10 e 100/20 para uréia, sabendo que o teor de carbono do solo era
igual a 22,32 mg/g de solo e o de nitrogénio era de 1mg/g de solo. Os ensaios foram conduzidos em duplicata,
em kitasatos de 250 mL, contendo cada um 50 g de solo, sem ajuste de pH (pH natural do solo = 4,76) e teor de
umidade ajustado em 100% da capacidade de retencéo de agua (CRA). Os frascos foram mantidos em estufa, a

30°C, durante os 48 a 50 dias de experimento.

3.4.Quantificagao de CO,
O acompanhamento do processo de biodegradacéo foi realizado por cromatografia gasosa mediante a dosagem

de CO, como descrito em Pereira e Lemos (2003).
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3.5.Determinacao de Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (TPH)
A analise de TPH foi realizada no laboratério do CENPES/PDEDS/BTA/PETROBRAS utilizando a técnica de

cromatografia gasosa com detector de ioniza¢do de chama, conforme o método USEPA 8015B.

4. Resultados e Discussao

Apbs o estabelecimento de parametros que regulam o metabolismo flingico, foram avaliadas as condigbes
consideradas relevantes no mesmo processso biolégico. Desta forma, os graficos subseqiientes, mostrados nas
Figuras 1, 2, 3 e 4, apresentam os resultados referentes ao emprego de relagdes carbono/nitrogénio nas
proporgdes 100:10 com EL, 100:25 com EL, 100:10 com uréia e 100:20 com uréia, respectivamente,

empregados nas amostras de solo contaminado.
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Figura 1. Relagédo C/N 100:10 com EL, onde SV & solo virgem; SC, solo contaminado por petréleo; SCEL, solo
contaminado por petréleo mais EL e SCFEL , solo contaminado por petréleo mais fungo e EL.
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Figura 2. Relagdo C/N 100:25 com EL, onde SV é solo virgem; SC, solo contaminado por petréleo; SCEL, solo
contaminado por petréleo mais EL e SCFEL , solo contaminado por petréleo mais fungo e EL.
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Figura 3. Relagdo C/N 100:10 com uréia, onde SV é solo virgem; SC, solo contaminado por petréleo; SC uréia,
solo contaminado por petréleo mais uréia e SCF uréia , solo contaminado por petréleo mais fungo e uréia.

20

—o—SV

12 - ,.——I.".H —— SC uréia 100:20

a
¥ SCF uréia 100:20
8 1 sC

0 "' T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tempo (dias)

Porcentagem de biodegradagéo
(%)

Figura 4. Relagao C/N 100:20 com uréia, onde SV é solo virgem; SC, solo contaminado por petréleo; SC uréia,
solo contaminado por petréleo mais uréia e SCF uréia, solo contaminado por petréleo mais fungo e uréia.

Analisando os resultados, observamos que a adigdo das fontes de nitrogénio em qualquer uma das relagdes,
com excec¢do da adicdo de uréia na propor¢do 100:20, beneficiou o percentual de biodegradagdo em relagdo a
amostra controle (relagdo C/N 100:4.55) que ndo continha nitrogénio extra. Nos mesmos graficos, também
podemos observar que o indculo fungico trouxe um efeito positivo ao processo de degradagéo, tornando mais
patente a colaboragdo dos mesmos nas amostras bioestimuladas com EL e uréia nas proporgdes 100:10. Para
melhor visualizagao do resultado, na Figura 5 mostra-se a percentagem de biodegradacao das quatro condigbes
estudadas, sendo o melhor resultado o alcangado com a relagdo 100:10, utilizando uréia como fonte de

nitrogénio.
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Figura 5. Percentagem de biodegradacdo das relagdes carbono/nitrogénio nas propor¢des 100:10 com EL,
100:25 com EL, 100:10 com uréia e 100:20 com uréia. A sigla SCF significa solo contaminado adicionado de
fungo.

As quatro condicdes anteriormente estudadas, e analisadas através da determinagdo de CO, foram a seguir
analisadas quanto a remogéo de TPH (Figura 6). O resultado mostrou um incremento na remogéo de TPH de 6 a
8 % quando utilizadas as relagdes de 100:10 mais indculo fangico, empregando tanto uréia (39,30%) como EL
(39,4%), em comparacdo as amostras com uréia 100:20 (37,2%) e EL 100:25 (36,4%), respectivamente. No que
diz respeito & amostra controle, o efeito positivo ao empregar as fontes orgénicas de nitrogénio, juntamente com

o inéceulo fungico, foi ainda maior, atingindo um aumento de 57,4%.
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Figura 6. Remoc&o de TPH das relagbes carbono/nitrogénio nas proporgdes 100:10 com EL, 100:25 com EL,
100:10 com uréia e 100:20 com uréia.

As observagdes quanto a avaliagdo dos resultados empregando as duas técnicas analiticas permitem inferir que,
0 monitoramento dos experimentos através da evolugdo de CO, torna-se uma ferramenta valida para tal, dentro

das suas limitagdes. Sabe-se que, nesse tipo de determina¢do é dosado o produto final do processo de

Xl Jornada de Iniciagao Cientifica— CETEM 5



mineralizagéo do petréleo (COy), cuja evolugéo ndo se constitui necessariamente no quadro real da degradagéo.
Pois, existem, provavelmente, condi¢bes biolégicas que ndo conduzem o petréleo até a etapa final da sua
degradagdo. Dessa forma, o resultado da determinagdo de TPH reflete uma situacdo mais real da degradagéo

dos hidrocarbonetos de petréleo presentes nas amostras.

Por outro lado, é valido salientar o beneficio do tratamento ex-situ de amostras contaminadas por petroleo,
empregando conjuntamente o bioestimulo, com fontes de nitrogénio, e o bioaumento com fungos filamentosos,
pois quando comparado ao processo natural de degradagdo, o presente tratamento proporcionou uma
atenuacao de hidrocarbonetos de petroleo de aproximadamente 25% ao més (42 % de remog&o de TPH em 1,7
meses), enquanto que o processo natural de atenuacgdo contribuiu com 2,44% de remogdo mensal (51,2% de
remogdo de TPH em 21 meses). Percebe-se, entdo, que a biorremediagdo das amostras contaminadas por
petréleo antecipou a atenuagdo do contaminante do solo, atingindo desta forma o objetivo do nosso trabalho. E
assim, podemos afirmar que a biorremediacdo se constitui numa alternativa potencialmente valida para

minimizar os impactos ambientais provocados pelos derramamentos de petréleo.

5. Concluséo

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que o bioestimulo com uréia e EL, principalmente na
relagdo de 100:10, bem como a adicdo de A. versicolor, favoreceram a biorremediag¢do dos solos contaminados
por hidrocarbonetos de petrdleo. Quanto as técnicas analiticas empregadas, a determinagao de TPH se constitui

na mais adequada ao monitoramento da degradagéo de petréleo.
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