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A biorremediacdo é uma técnica que
vem alcangando importancia
mundial, uma vez que o aumento da
atividade industrial esta degradando,
cada vez mais, 0s ecossistemas
naturais. 0 emprego de
microrganismos  conhecidos  no
tratamento de rejeitos potencialmente
tdxicos, incluindo hidrocarbonetos de
petrdleo, € uma pratica habitual em
alguns paises desenvolvidos. Os
sistemas  bioloégicos  geralmente
utizados sdo microorganismos e
plantas. No entanto, a biodegradagéo
cOm microrganismos € a 0p¢do mais
freqlientemente empregada.

RESUMO
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Por esse motivo opresente trabalho
foi realizado com o intuito de avaliar
a capacidade degradadora de nove
linhagens de fungos filamentosos
isolados de um solo contaminado
com petrdleo. O ensaio realizado
com adi'cdo de 106 conideos/g de
solo e 50% da capacidade de campo,
a 30°C, mostrou que dentre o0s
fungos avaliados, Aspergillus
versicolor, foi 0 que teve a posicdo
de destaque, com uma eficiéncia de
biodegradacdo de aproximadamente
11%, enquanto Aspergillus niger
apresentou  eficiéncia de  7,33%,
correspondendo a0 segundo melhor
resultado.



1. INTRODUCAO
1.1 OleoCru e o tratamento de &reas contaminadas pelo seu derrame

O dleo cru corresponde a fracdo liquida do petrdleo, cuja composicdo é de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, compostos sulfidrilados, oxigenados
e nitrogenados, e alguns metais dissolvidos em &gua (OLIVEIRA, 2001). De
acordo com a origem do petréleo, a composicao quimica e as propriedades
fisicas do 6leo cru podem variar demasiadamente, e é devido a esses fatores
(composicdo complexa e variabilidade na composicdo) que se encontram
dificuldades para o tratamento de areas contaminadas por tal substancia.

Com base na informagdo de que microrganismos procariotos e eucariotos
podem degradar hidrocarbonetos, realizam-se cada vez mais estudos que
visam o desenvolvimento de tecnologias que se utilizam dos mesmos para
descontaminagdo de areas afetadas por 6leo cru.

Devido a elevada diversidade de compostos presentes no petréleo, estudos
de biorremediacdo de ambientes contaminados por este material e seus
derivados, tornam-se necessarios, visto que se pode encontrar moléculas de
facil e dificil biodegradacdo (OLIVEIRA, 2001).

1.2 0que éBiorremediagao de solos?

A bhiorremediacdo surgiu como uma tecnologia alternativa de remediacdo de
locais impactados com poluentes organicos e se baseia na utilizacdo de
populagbes microbianas que possuem a habilidade de modificar ou
decompor determinados poluentes. O beneficio maximo desse processo é a
mineralizacdo, obtendo como produto final CO; e &gua pela via aerébica,
assim como a formacéo de biomassa (da CUNHA, 1996).

Desde meados dos anos 90, as estratégias de biorremediacdo tém sido
adotadas seriamente como uma maneira eficaz e de baixo custo para a
remediacdo de solos contaminados por petroleo e de outros compostos
organicos; @usando, ainda, menores distdrbios na superficie a ser tratada.
No entanto, esta técnica tem-se deparado com empecilhos relacionados a
dificuldade de aplicagdo em solos impermedveis ou que apresentem metais
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pesados em sua composicdo e a possibilidade de se gerar produtos
intermediarios nocivos.

A biorremediagdo pode ser classificada de trés modos diferentes quanto ao
local de tratamento (GRUIZ e KRISTON, 1996):

5 In situ: tratamento no local da contaminag&o.

& Ex-situ ou off site: remogéo do solo contaminado para posterior tratamento
em uma planta.

&5 On site: tratamento apds escavagao do solo.

13 Microrganismos X Biodegradagao de hidrocarbonetos

A capacidade dos microrganismos de degradar compostos organicos é
cientificamente reconhecida e vem sendo utilizada ao longo do tempo em
processos de tratamento bioldgico de efluentes liquidos e de residuos
solidos. Gragas a essa habilidade tém sido desenvolvidos processos
biotecnoldgicos destinados a diversas finalidades, dentre os quais destacam:
se a degradacdo de poluentes, a lixiviagdo de minerais, a desobstrucdo de
pocos de petrdleo e a recuperagdo de locais contaminados - solo, dguas
superficiais e subterrdneas - (de OLIVEIRA, 2002).Tais microrganismos
podem ser encontrados no préprio ambiente impactado, sendo na maioria
das vezes, os responsaveis pelo desaparecimento dos contaminantes.

Em um ambiente contaminado, os hidrocarbonetos s&o, geralmente,
degradados por bactérias, havendo também a possibilidade de atuacdo de
fungos neste processo. Porém, a contribuicdo de cada um varia com 0s
fatores ambientais e as propriedades fisico-quimicas do solo (da CUNHA,
1996). Desta forma, os fungos consideram-se mais eficientes sob condi¢des
adversas: solos com valores extremos de pH, limitacdo de nutrientes e com
baixo teor de umidade.

2.0BJETIVO

O presente trabalho teve por objetivo estudar a viabilidade de utilizagdo de
fungos filamentosos no hiotratamento de solo impactado por dleo cru,

287



comparando 0s resultados obtidos aos provenientes de uma pesquisa,
anteriormente realizada, utilizando-se um consércio microbiano formado por
uma bactéria filamentosa e uma levedura na degradacdo do referido
poluente.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostrasde solo

O solo utilizado foi 0 de Guararema - SP caracterizado como uma areia
argilosa, contaminado em dezembro de 1998 por um derramamento de 6leo
cru. As amostras de solo utilizadas no desenvolvimento dos testes foram
coletadas em outubro de 2001 (3°Remessa) e 0s resultados destes foram
comparados com os obtidos nos experimentos realizados com o consorcio
microbiano constituido por uma linhagem de Nocardia nova (bactéria
filamentosa) e outra de Rhodotorula glutinis var. dairenesis (levedura), nos
quais foram utilizadas amostras de solo coletado em outubro de 1999
(1°Remessa).

3.2 Microrganismos

Os ensaios de hiorremediacdo foram realizados utilizando-se nove linhagens
de fungos filamentosos, cuja identificacdo e meios empregados na geragéo
de biomassa para obtencéo de indculo estéo descritos na tabela 1.

Tabela 1. Microrganismos empregados na biorremediacdo do solo de
Guararema e 0s respectivos meios de cultivo

Linhagens Meios
Aspergillus terreus Czapeck
Aspergillus fumigatus Czapeck
Aspergillus versicolor Czapeck
Aspergillus niveus Czapeck
Aspergillus niger Czapeck
Penicillium corylophilum Czapeck
Paecilomyces variotti Extrato de Malte
Paecilomyces niveus Extrato de Malte
Fusarium sp BDA
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Todos os fungos empregados no presente trabalho foram cultivados em
tubos inclinados (tabela 1) a 30°C durante 67 dias. Os conideos de cada
linhagem foram suspendidos em agua destilada estéril, contados em camara
de Neubauer e, a seguir, inoculados na concentracdo de 106 conideos/g de
solo.

3.3. Quantificagcdo do CO2 gerado:

O acompanhamento do processo de biodegradacdo foi realizado por
cromatografia gasosa mediante a dosagem de CO, gerado pelos fungos
como produto do metabolismo celular. O gas, confinado em kitasato de 250
mL,, vedado com rolha de borracha no topo, e uma mangueira de latex na
saida lateral, comprimida com pinca de Hofman, foi recolhido em volume de
5007L através da sucgdo da atmosfera interna dos frascos (headspace),
contendo as amostras de solo. O cromatdgrafo empregado nesta
determinacdo foi o HP 5890 série II, cujas condigbes de anélise encontram-
se descritas a seguir:

Vazdo da gas de arraste (He) & 17.89 mL/min

Vazdo da gas de referéncia (He) « 17.89 mL/min

Temperatura do detector: 220°C

Temperatura do forno auxiliar; 74°C

Temperatura do injetor: 110°C

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

Com base no valor acumulado de COy, calculado no final dos experimentos e

na estimativa de incorpora¢do do contaminante a biomassa (50%), calculou-
se a eficiéncia de biodegradacéo (EB) da seguinte forma:

Massa de Carbono = 2 x Massa de carbono proveniente de CO,gerado
Biodegradada Totalmente

EB% = (Massa de carbono biodegradada totalmente) X 100
Massa de carbono organico total do solo
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3.4. Condicbes de degradacdo

A degradacdo do solo contaminado foi realizada em kitasatos de 250mL,
contendo em cada um 50g de amostra, com teor de umidade corrigido para
50% da capacidade de campo. O experimento foi realizado a 30°C por 40/42
dias sem correcdo de pH (pH original 51) e sem ajuste das condigbes
nutricionais originalmente presentes no solo: 26.26mg/g de TPH, fonte de
carbono; 1,0g/Kg de nitrogénio e 0,001g/Kg de fésforo. Baseado nesses
dados pdde-se calcular a relagdo carbono, nitrogénio e fosforo (C:N:P), cujo
resultado foi: 100:2,17:0,0022.

Os ensaios foram avaliadas de acordo com as seguintes condices:

Tabela 2. Identificacdo das amostras empregadas nas andlises realizadas

Identificacdo Amostras

1 Solo Virgem

2 Solo contaminado sem adi¢do de microrganismos

3 Solo contaminado com adic¢&o do fungo
Aspergillus terreus

4 Solo contaminado com adicéo do fungo
Aspergillus fumigatus

5 Solo contaminado com adicéo do fungo
Aspergillus versicolor

6 Solo contaminado com adicéo do fungo
Aspergillus niveus

7 Solo contaminado com adicéo do fungo
Aspergillus niger

8 Solo contaminado com adicéo do fungo
Penicillium corylophilum

9 Solo contaminado com adicéo do fungo
Paecilomyces variotti

10 Solo contaminado com adicéo do fungo
Paecilomyces niveus

11 Solo contaminado com adicéo do fungo
Fusarium sp

290



35. Analise de matéria organica pelo método de ignigcdo

A andlise de matéria organica foi realizada através do método de ignicdo
utizando mufla & 1000°C por um periodo de lhora, com o objetivo de
corroborar os resultados obtidos por evolugdo de COp.

4. RESULTADOSEDISCUSSAO

A partir dos valores de CO, acumulado para cada uma das condicbes
estudadas calculou-se a eficiéncia de biodegradagdo, como mostram 0s
resultados apresentados na figura 1.

Eficiéncia de
Biodegradagao)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Linhagens

Figura 1. Eficiéncia de biodegradacao das linhagens de fungos estudadas.

De acordo com os resultados observados na figura 1, a condicdo que
apresentou a maior eficiéncia de biodegradagdo foi a n°® 5 (10,80%), que
empregava Aspergillus versicolor como agente de degradagdo. Quanto a
contribuicdo das outras linhagens @& fungos avaliadas no mesmo processo
os resultados mostraram semelhanca entre si, alcancando eficiéncias entre
6,60 e 7,33 %.

O gréfico da figura 2 representa a evolugdo de COy, obtida com a adicdo de
A. versicolor ao solo contaminado e monitorada num periodo de 41 dias.
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Figura 2. Producéo de CO2 por Aspergillus versicolor.

Com base no resultado da figura 2, observou-se uma evolu¢do continua e
crescente de CO, ao longo do tratamento, indicando a possibilidade de
obtencdo de valores de eficiéncias de biodegradagdo superiores ao
encontrado no periodo de 41 dias.

Destaca-se ainda que, a auséncia da fase lag no processo de degradacédo
evidencia uma prévia adaptacéo, tanto de A. versicolor quanto da microbiota
nativa as condicBes pré existentes na amostra de solo contaminado, bem
como as estabelecidas para o ensaio.

Na figura 3 estdo apresentados os resultados de eficiéncia de remocéo de
matéria organica, obtidos através da andlise de matéria organica por ignicao
das amostras iniciais e finais.
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Remocgéo de
matéria organica
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Figura 3. Eficiéncia de remogdo de matéria organica.

A partir da andlise da figura 3 verificou-se que o perfil dos resultados de
remocdo de matéria organica seguiu a mesma tendéncia dos obtidos através
das analises cromatograficas, com decaimento mais acentuado nas
condicbes 3 e 8. Além disto, foi possivel comprovar que a condicdo 5,
contendo o fungo filamentoso A. versicolor foi a que apresentou a maior
remocdo de matéria organica (11,37%), reforcando, desta maneira, 0s
resultados anteriores.

Em trabalho prévio desenvolvido pela equipe empregando-se o consorcio
microbiano (Nocardia nova e Rhodotorula glutinis var. dairenesis) no
tamanho de in6culo de 108 UFC/g de solo, em amostra de solo da 1° remessa
(TPH = 53.8mg/g de solo), com corre¢cbes de umidade para 50% da
capacidade de campo, pH ajustado em 7,0 e relagcdo nutricional (C:N:P) de
100:1,25:1, obteve-se uma eficiéncia de biodegradacéo de 7,39%.

Comparando-se o resultado do consércio com o obtido no presente trabalho,
pode-se evidenciar que A. versicolor apresentou um potencial em eficiéncia
de biodegradagdo 46% maior do que o do referido consorcio. No entanto,
destaca-se que a presenga de concentracbes elevadas de contaminante,
como era o caso da f remessa de solo, onde o consdrcio microbiano foi
cultivado, pode ter favorecido a inibicdo da capacidade degradadora dos
mesmos. Desta forma, recomenda-se que tanto os fungos quanto o
consorcio sejam avaliados em uma mesma remessa de solo.
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Por outro lado, vale ressaltar que embora as eficiéncias de biodegradacdo
sejam ainda incipientes, o solo empregado neste experimento era um solo
exposto a intempérie e submetido a degradacdo natural. Isto indica a
recalcitrdncia a qual foram submetidas tanto a microbiota nativa quanto a
composta pelos fungos filamentosos adicionados aos solos. Os resultados
obtidos das dosagens de TPH nos solos contaminados, referentes a 1° e 3°
remessas, recebidos com aproximadamente 3 anos de diferenca, corroboram
a degradagdo sofrida pela segunda amostra ao longo desse tempo,
correspondendo praticamente a metade da concentracdo inicial.

5.CONCLUSOES

Dentre as linhagens de fungos submetidas a teste de degradagdo de 6leo
cru, A. versicolor apresentou a maior eficiéncia de biodegradacdo (10,8%) e
de remog&o de matéria orgénica (11,37%).

A partir do resultado comparativo entre as eficiéncias de biodegradacdo do
fungo filamentoso e do consdrcio microbiano, constituido de bactéria
filamentosa e levedura (7,39%), conclui-se também que A. versicolor pode
ser apontado como um degradador em potencial dos hidrocarbonetos
contaminantes presentes no solo impactado.
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