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Neste trabalho foram realizados ensaios mesmos. Tais etapas visaram a
de caracterizagdo fisico-quimica de dois verificagdo  da  aplicabilidade  dos
solos  (REFINARIA e TERMINAL) | conceitos de biorremediacdo para fins
contaminados por hidrocarbonetos de | de  descontaminagdo dos  referidos
petroleo, assim como  experimentos solos.

para avaliagdo da biotratabilidade dos

1.INTRODUCAO

A contaminagdo de solos por hidrocarbonetos é um problema
constantemente enfrentado pelas industrias petroleiras, uma vez que
vazamentos de substancias oleosas em larga escala ocorrem
freqientemente. No entanto, pouco se sabe ainda a respeito da
biotratabilidade destes solos, sobretudo daqueles de natureza argilosa.
Resumidamente, os hidrocarbonetos podem ser degradados através de trés
vias metabdlicas distintas: respiragdo aerébica, respiragdo anaerdbica e
fermentaco; verifica-se, no entanto, que a biodegradagdo de
hidrocarbonetos ocorre mais frequentemente em condicbes de aerobiose(!).
Alguns fatores podem afetar a taxa de biodegradag@o dos hidrocarbonetos
de petréleo em solo, tais como temperatura (as taxas de biodegradacéo
aumentam com o aumento da temperatura, sendo que o valor ideal oscila
entre 30 e 40°C), pH (um valor préximo a neutralidade favorece o processo,
devido a maior resisténcia microbiana), concentragdo de nutrientes (o ajuste
da razéo carbono/ nitrogénio/ fésforo estimula a biodegradagdo), suprimento
de oxigénio (condigdes aerobicas), disponibilidade de matéria organica (fonte
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de energia para microorganismos heterotréficos, maioria em solos), além das
caracteristicas do proprio solo e da natureza das interagdes solo/
contaminante(234). Desta forma, antes do estabelecimento de uma alternativa
de tratamento para um dado solo, deve-se avaliar a tratabilidade do mesmo,
sob diferentes condicdes.

1.1. Fundamentos teoricos

Uma vez que os microorganismos utilizam o oxigénio em sua cadeia
respiratdria gerando CO; (ciclo de Krebs) , a quantificacéo da emissao deste
gas possibilita uma estimatva da atividade do consércio microbiano
envolvido no processo de biodegradagcdo de compostos orgénicos. Em
condicbes aerobicas, a matéria organica disponivel como fonte de energia
para 0s microorganismos € transformada em CO; e agua (produtos de sua
completa mineralizagdo) com grande liberagdo de energia. Esta energia,
conservada e disponibilizada sob a forma de ATP, possibilita o crescimento
celular, ja que pode ser utlizada na sintese de proteinas, entre outros
biopolimeros. Muitas espécies de microorganismos sdo capazes de consumir
hidrocarbonetos de petréleo, utilizando-os como fonte de energia (para
sintese de ATP) e de carbono (para sintese de biomoléculas). Neste caso,
parte da matéria orgénica é incorporada a biomassa (cerca de 50%) e parte é
transformada em CO, (50% restantes). O conhecimento deste fendmeno
celular permite estimar, através da quantificagdo do gés liberado (CQp), O
total de contaminante consumido('5. Esta ferramenta foi empregada no
presente trabalho para fins de avaliagdo do potencial degradador dos
microorganismos presentes nos proprios solos contaminados estudados.

2. 0BJETIVO

Caracterizar dois solos, REFINARIA e TERMINAL, contaminados por
hidrocarbonetos de petréleo (6leo combustivel e éleo cru, respectivamente) e
realizar ensaios de biodegradabilidade, a fim de avaliar a biotratabilidade dos
mesmos, sob diferentes condi¢des (com e sem bioestimulagéo).
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3. MATERIAIS EMETODOS

3.1. Caracterizacio das amostras

Duas amostras de solos distintos foram utilizadas neste estudo; um
proveniente de um terminal e outro proveniente de uma refinaria, sendo este
ultimo uma composi¢éo de um solo com alto nivel de contaminagéo (34%) e
outro com baixa contamina¢do (66%). Com base em andlises quimicas,
fisicas e microbiologicas realizadas previamente, partiu-se para a
determinagdo dos teores de umidade, capacidade de campo e pH nessas
duas amostras.
+ Determinagdo do pH: Pesou-se cerca de 10g do solo em um frasco
erlenmeyer, adicionou-se 25mL de agua ao recipiente e agitou-se em
“shaker’ por 1h. Apds a agitagdo, fez-se a leitura do pH (eletrodo de pH).
+ Determinacdo de umidade: Pesou-se cerca de 10g de solo
homogeneizado em um bécher, que foi acondicionado em estufa a 110°C
por 24h. Ap6s a secagem do solo, determinou-se novamente sua massa
(peso constante), para entdo calcular o seu teor de umidade através da
formula:

% umidade= (m &gua / m solo umido) x100, onde:

m &gua= m solo Umido — m solo seco

+ Determinacdo da capacidade de campo: Pesou-se em uma proveta
uma certa quantidade de solo, suficiente para formar uma pequena coluna.
Adicionou-se agua ao solo, gota a gota, até que percolasse toda a coluna de
solo chegando ao fundo da proveta. Pesou-se novamente o frasco, que foi
acondicionado por 24h em estufa a 110°C. Ap6s a secagem do material,
determinou-se sua capacidade de campo através da fomula:
Capacidade de campo (%)= (m agua retida/ m solo Umido) x100, onde:

m agua retida = (m solo Umido + m &gua adicionada) —(m solo seco)

OBS: Antes da determinag&o do teor de umidade e da capacidade de campo
nos solos, o 6leo presente foi extraido com CCl.

+ Preparagdo das curvas de neutralizagéo: Pesou-se cerca de 10g de solo
em frasco erlenmeyer, adicionou-se 25mL de agua ao recipiente e Ca(OH)2,
variando-se a massa adicionada em cada frasco a fim de obter pontos para a
construcdo das curvas de neutralizagdo. Agitou-se em “shaker’ por 24h
realizando-se em seguida a leitura do pH (eletrodo de pH).
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3.2. Preparo das amostras para ensaio de hiodegradacao

Pesou-se, em um kitazato, 50g do solo contaminado homogeneizado e de
concentragéo inicial de hidrocarbonetos conhecida. Foram estabelecidas trés
condi¢Oes para este ensaio:

+ Primeira condi¢do: Frasco controle estéril, desinfectado com azida de
sodio (0,3%).

+  Segunda condi¢&o: Frasco bioestimulado (correcdo de pH e nutrientes).
Neutralizou-se a amostra com hidroxido de célcio (Ca(OH)), adicionado em
quantidade determinada através das curvas de neutralizagdo construidas
para os dois solos. Apds 24 horas, intoduziramrse os nutrientes NPK,
seguindo a relagdo C:N:P:K = 100:10:1:1, através da adigdo de nitrato de
amonio (NH4NO3) e de fosfato de potéssio dibasico (KHPO4).

+  Terceira condigdo: Frasco contendo o solo original (nfo corrigido).

Em todas as condi¢des acima descritas, recompds-se a umidade até 50-75%
da capacidade de campo do solo (apenas o solo TERMINAL),
homogeneizou-se a mistura com bastdo e tampou-se o frasco com rolha,
vedando a saida lateral (tubo de latex) com a pinga de Mohr. Os frascos
foram incubados, em duplicata, em estufa a 30°C durante 42 dias, sendo
retrados da mesma a cada 24 horas para analise cromatografica
(monitoramento da atividade respiratoria microbiana por evolugdo de CQp),
aeracao e, quando necessario, nova corre¢éo da umidade.

3.3. Analise cromatografica do CO: produzido

Retirou-se  0,5mL da atmosfera interna do kitazato (*headspace’)
introduzindo-se uma seringa no tubo de latex, apds rinsa-la por trés vezes.
Todas as andlises foram realizadas em duplicata. As condigdes gerais de
analise empregadas durante o ensaio encontram-se listadas abaixo.

+  Equipamento: Cromatdgrafo a gas HP 5890
+ Vaz&o do gas de arraste (He): 17,5mL / min
Vazéo do gas de referéncia (He): 29,0 mL / min
Temperatura do forno: 105°C
Temperatura do injetor: 160°C
Temperatura do detetor de condutividade t#rmica (TCD): 220°C
Coluna de ago inox (3m X 3mm) recheada com Chromosorb 102
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOD

4.1. Caracterizacdo dla amostra

Os teores de umidade e capacidade de campo e o pH dos solos encontram-
se na tabela anexa.

Tabela 1 -Umidade, capacidade de campo e pH dos solos da refinaria e do

terminal
Umidade Capacidade de campo
Solo (%) (%) pH
REFINARIA 21,10 26,09 5,02
TERMINAL 10,74 26,88 4,23

Com base nos resultados acima, verificou-se que a umidade do solo
REFINARIA ja se encontrava acima da % de capacidade de campo
recomendada (50-75%); portanto, apenas o solo TERMINAL sofreu uma
pequena corre¢do para igualar as condigdes de umidade existentes no solo
REFINARIA.

4.2. Analise Cromatografica

Os gréficos a seguir representam as curvas de evolugdo de COyg)
acumulado durante os 42 dias de ensaio de biodegradagao, evolugdes estas
calculadas a partir dos somatbrios das produges diarias de CQ, para cada
condigdo avaliada. Todos os pontos foram calculados com base no valor
médio dos resultados de injegao obtidos para cada uma das duplicatas.
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Figura 1 —Curva de evolugdo de CO; no solo REFINARIA (valores médios),
onde: R= solo nédo corrigido; RCOR= solo com acerto de pH e nutrientes e RAZ=
controle estéril.
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Figura 2 - Curva de evolugéo de COz no solo TERMINAL (valores médios), onde:
G=solo nao corrigido; GCOR=solo com acerto de pH e nutrientes e GAZ=
controle estéril.

Na figura 1, observou-se que a corre¢cdo de nutrientes e pH no solo
REFINARIA foi prejudicial (ou excessiva) pois a evolugdo acumulada de CO;
durante 0 ensaio foi menor que a apresentada pelo solo que nédo sofreu
nenhuma corregdo. Na figura 2, observou-se que a corre¢do de nutrientes e
de pH foi benéfica porém insuficiente para o solo TERMINAL, pois observou-
se um aumento muito discreto da taxa de biodegradagdo. Os frascos controle
de ambos, como ja era esperado, ndo exibiram evolugdo de CO, .
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A fim de determinar qual fator (correcdo de pH efou de nutrientes) que
efetivamente contribuiu para a baixa biodegradabilidade dos contaminantes
presentes nos solos, realizou-se um ensaio complementar no qual apenas
um dos fatores foi corrigido, isto €, nas amostras onde se corrigiu 0 pH néo
se corrigiu a relagdo de nutrientes e vice-versa. Os graficos a seguir (Figuras
3 e 4) mostram o efeito da corregdo desses fatores sobre as eficiéncias de
biodegradag&o dos solos, calculadas através da seguinte formula:

EB(%)= (Ccons X 100)/C;
Onde:

Ceons = 2 x [ CO2 (acum em42 dias) — CO2 (acum. controle em 42 dias) J;

Ci = concentragdo inicial de carbono no frasco
(85% p/p do total de hidrocarbonetos presente no solo)

EFICIENCIAS DE BIODEGRADAGAO
SOLO REFINARIA
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Figura 3:Curvas de eficiéncia de biodegradagao do solo REFINARIA (valores

médios), onde: RAZ= controle estéril; R= solo ndo corrigido; RpH= solo com

acerto de pH; Rnut= solo com acerto de nutrientes; Rcor= solo com acerto de
pH e de nutrientes.
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EFICIENCIAS DE BIODEGRADAGAO
SOLO TERMINAL
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Figura 4: Curvas de eficiéncia de biodegradagcao do solo TERMINAL (valores

médios), onde: GAZ= controle estéril; G= solo ndo corrigido; GpH= solo com

acerto de pH; Gnut= solo com acerto de nutrientes; GCOR= solo com acerto de
pH e de nutrientes

Na figura 3, observou-se que a eficiéncia de biodegradagéo apresentada pelo
solo REFINARIA foi praticamente a mesma corrigindo-se os dois ou apenas
um dos dois fatores e que ambas foram prejudiciais, pois foram inferiores a
eficiéncia de biodegradagdo da amostra ndo corrigida. Na figura 4, verificou-
se que a corregdo apenas do pH ou da relagdo de nutrientes foi prejudicial
para 0 solo TERMINAL, j& que a eficiéncia de biodegradagdo dessas
amostras foi ainda menor que a da amostra sem nenhuma corre¢do. Tais
resultados permitiram concluir que o solo da REFINARIA n&o responde de
forma positiva aos estimulos, provavelmente em fungdo do equilibrio
estabelecido na condi¢do ndo corrigida (solo original). Esta constatagdo pode
ser em parte explicada pelo extenso periodo de tempo decorrido entre o
derramamento do dleo e o tratamento do solo. Vale ressaltar que a
heterogeneidade do solo REFINARIA dificultou a obten¢do de resultados
confidveis, o que, aliado & inércia oferecida pelo sistema mediante a
estimulagdo contribuiu para a escolha do solo TERMINAL como modelo para
a continuidade do trabalho.

Embora os resultados obtidos apos o estimulo fara o solo TERMINAL néo
tenham sido da magnitude esperada, notou-se uma nitida influéncia positiva
da pratica da bioestimulagdo. Da mesma forma, foi visto que a corre¢do de
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pH e nutrientes, de forma conjunta, deve ser a estratégia adotada, uma vez
que a corre¢do desses fatores separadamente ndo proporcionou ganho na
atividade microbiana. Também no solo TERMINAL verificou-se uma certa
inércia do sistema, mesmo sob condigdes estimuladas. Tal comportamento
também resulta do longo tempo decorrido entre os eventos de contaminagédo
e tratamento do solo. A tabela que se segue mostra a eficiéncia de
biodegradagao verificada ao final dos 42 dias de testes para ambos os solos.

Tabela 2: Eficiéncias de biodegradagéo (%) para os solos REFINARIA e

TERMINAL
REFINARIA TERMINAL

Controle 0 Controle 0
Né&o corrigido 10,2 Né&o corrigido 3.1
pH corrigido 3,3 pH corrigido 1,2
Nutrientes 3,2 Nutrientes 1,5

corrigidos corrigidos
Bioestimulado 48 Bioestimulado 4,0

Os baixos valores de eficiéncia evidenciados na Tabela 2 apontam para a
necessidade de se buscar estratégias para contornar a limitagéo observada a
acdo microbiana sobre os poluentes organicos no solo selecionado como
modelo de estudo (TERMINAL). Neste sentido, encontram+se em andamento
experimentos andlogos aos realizados no presente trabalho, nos quais se
tem investigado ndo apenas o efeito do tempo decorrido entre contaminag&o
e tratamento sobre a extensdo da biodegradacdo, mas também a influéncia
da adigdo de microorganismos (bioenriquecimento) e de agentes tensoafivos
(surfactantes)® no processo de biorremediagdo do solo escolhido como
modelo (TERMINAL).
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5. CONCLUSDES

X A metodologia proposta se mostrou util na avaliagdo do consumo de
hidrocarbonetos por via microbiana, possibilitando a anélise dos perfis de
comportamento  dos sistemas contaminados, sob diferentes condigdes
nutricionais e de pH.

X A andlise das quantidades de CO; geradas ao longo de 42 dias de teste
de biodegradagdo, para cada uma das condigdes estudadas, possibilitou
afirmar que o solo REFINARIA n&o respondeu positivamente aos estimulos,
provavelmente devido ao extenso periodo de tempo decorrido entre o
derramamento do dleo e o tratamento do solo. Para este solo, tal analise foi
em muito dificultada, face a heterogeneidade do solo em questé&o.

X No solo TERMINAL a pratica da bioestimulagao (corre¢éo de nutrientes+
pH) foi nitidamente positiva, embora o sistema tenha apresentado uma certa
inércia mesmo sob condigdes estimuladas. Este comportamento também
resulta do longo tempo decorrido entre a contaminagdo e o tratamento do
solo.

X A implementagdo ou a proposicdo de um processo bioldgico de
recuperagdo dos solos investigados neste trabalho requer a busca de
condigdes de tratamento mais adequadas, apontando, portanto, para a
necessidade de efetuacdo de testes complementares, ora em andamento.
Para tal, vem sendo adotado, como modelo, o solo TERMINAL.

6.BIBLIOGRAFIA

1) Ururahy, A. F. P. (1998). "Biodegradagao de residuo oleoso proveniente
de Refinaria de Petréleo". Tese D.SC., Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Escola de Quimica, Rio de Janeiro, Brasil, 344p.

2) Leahy, J. G.; Colwell, R.R. (1990). "Microbial Degradation of
Hydrocarbons in the Environment ". Microbiological Reviews, 54 (3), 305-315.

3) Englert, C. J.; Kenzie, EJ. (1993). "Bioremediation of Petroleum
Products in Soil " in“Princ. Prac. Pet. Contam. Soils”. AP/, 40, 111-129.

4) Infante, C.; Gonzales, O. (1995). "Comparacion del proceso de
biodegradacion de lodos petrolizados en biorreactores y en suelos ". Vision
Tecnologia, 3 (1), 29-33.

5) Brock, T. D.; Madigan, M. T.; Martinko, J. M.; Parker, J. (1994).
“Metabolism, Biosynthesis and Nutriton” in “Biology of microorganisms’.
Prentice Hall Intemational Editions, 7t ed., New Jersey, U.S.A., 89-127.

6) Lin, S. C. (1996). "Biosurfactants: Recents Advances". J. Chem. Tech.
Biotechnol, 66, 109-210.

50



