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RESUMO

Dentre os impactos ambientais ocasionados pelas atividades petroliferas, cita-se 0s
vazamentos de petroleo bruto no solo, que acarretam prejuizos aos ecossistemas e
consequentemente efeitos negativos para a sociedade. Para recuperagdo dessas areas tem-se
como alternativa, viavel e eficaz, de simples aplicacdo e baixo custo, a biorremediacdo, uma
técnica que utiliza microrganismos capazes de degradar contaminantes, atraves da estratégia da
bioestimulacdo que se baseia na otimizacdo das condi¢cGes ambientais para favorecer a atividade
microbiana. Objetivou-se avaliar o efeito da bioestimulagdo com aplicacdo do fertilizante NPK
10:30:20 na degradacdo de petr6leo em um Vertissolo. Para isso o solo foi contaminado
artificialmente com petréleo em niveis crescentes de 0, 1, 3, 5 e 10 % base em massa e
bioestimulado com fertilizante NPK 10:30:20, dosagem Unica no inicio do experimento em
niveis de concentracdo equivalente a 0, 250, 500, 1.250 e 2.500 kg ha. O controle da
degradacdo do contaminante foi realizado pelo método respirométrico, através da producao de
CO2 medido a cada 7 dias ao longo dos 91 dias de experimento. Observou-se maior producao
de COz nos tratamentos bioestimulados com o fertilizante, maior producéo de CO2 em todos 0s
tratamentos nos primeiros 14 dias de experimento e que o modelo matemaético obtido pelo
Método da Superficie de Resposta foi capaz de estimar a dose da formulacdo NPK 10:30:20
para diferentes niveis de contaminacdo de petréleo. Conclui-se que a técnica da bioestimulacéo
com aplicacéo de fertilizante NPK na proporc¢do 10:30:20 teve efeito significativo no aumento
da producdo de CO2 no Vertissolo com diferentes niveis de contaminacdo por petrdleo

evidenciando efeito positivo da bioestimulacdo na otimizagéo da degradacdo do contaminante.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Solo. Argiloso. Fertilizante. NPK.



ABSTRACT

Among the environmental impacts caused by oil activities the oil leaks in the soil are cited,
which cause damage to ecosystems and consequently negative effects to society. For recovery
these areas bioremediation is an alternative, viable, effective, simple application and low-
cost, uses microorganisms able to degrade contaminants, through
the biostimulation strategy ~ which is based on the optimization
of environmental conditions to promote microbial activity. This study aimed to evaluate the
effect of biostimulation with application of NPK
fertilizer 10:30:20 on oil degradation in a Vertisol. The soil was artificially contaminated with
oil in increasing levels of 0, 1, 3, 5 and 10 % mass base and the biostimulation was made with
NPK fertilizer 10:30:20, single dose only in the beginning of the experiment in equivalent
concentrations levels to 0, 250, 500, 1,250 and 2,500 kg ha™. The control of contaminant
degradation was realized by respirometric method, through the CO> production measured every
7 days along the 91 days of experiment. It was observed higher CO2 production in the treatments
with fertilizer, increased CO> production in all treatments in the first 14 days of experiment and
the mathematical model obtained by Response Surface Method was able to estimate the dose
of NPK formulation 10:30: 20 for different petroleum contamination levels. It is concluded that
the biostimulation technique with NPK fertilizer application in proportion 10:30:20 had a
significant effect on the increase of CO: production in Vertisoil with different levels of oil
contamination by showing the positive effect of the biostimulation in the contaminant

degradation optimization.

Keywords: Bioremediation. Soil. Clay. Fertilizer. NPK.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Classificacdo quimica dos hidrocarbonetos de petroleo. .........ccccecvvvevveveiiieinenne 21
Figura 2 - Velocidades de crescimento caracteristicas de diferentes tipos de microrganismos em
FESPOSLA A& TEIMPETALUIA. ....evveveiesieiteeteetieieie e ettt e re e e et et e stestesresseeseese et e seesaeseesreaneaneas 50
Figura 3 - Local de COIeta d0 SOI0. ......coiuiiiiiieiicie et 58

Figura 4 - Localizacdo do ponto de coleta do solo em relacdo ao municipio de Mossoro, estado

d0 RIO Grande d0 NOITE. .....ooiiiiiiieieee bbbttt re s 59
FIgura 5 - Coleta d0 SOM0. ....c..eiiiiieiee e et 60
Figura 6 - S0I0 SECANTO @0 A .....couiiviiiieiieieiee ettt 60

Figura 7. Amostras de solo pesadas com 2,0 kg cada em sacos plasticos para contaminag¢do com
petrdleo nas respectivas porcentagens de 0, 1, 3,5€ 10 %0. ..occvieiieiieiicseeie e 63
Figura 8. Contaminacdo das amostras de solo com petroleo em saco plastico para
NOMOGENEIZAGHD. ......eoveeeieie ettt nn bbb nee s 63
Figura 9. Frascos de vidro lacrados com filme PVC, hermeticamente fechados com tampa
(respirdmetros de Bartha adaptados). .........c.covveiieieiieii e 64
Figura 10. Titulacdo da solucdo de NaOH contendo o CO2 produzido nos respirdmetros,
titulados com HCI, utilizando fenolftaleina como indicador.............ccccooeveviveii s, 65



LISTA DE GRAFICOS

Gréafico 1. Temperaturas registradas durante a execucao do experimento. ..........cccceeververueenne. 64
Gréfico 2. Produgéo absoluta de CO2 em relagéo aos dias do experimento com 0 % de 0leo e
d0SES CreSCENTES U8 NPK . ..ottt sre e teenee e 68
Gréfico 3. Produgdo absoluta de CO2 em relacdo aos dias do experimento com 1 % de 6leo e
d0SES CreSCENTES e NPK . .. .ottt 69
Gréfico 4. Produgéo absoluta de CO2 em relagéo aos dias do experimento com 3 % de 0leo e
d0SES CreSCENTES U8 NPK . ...ttt ettt sae et enee e 70
Gréfico 5. Producdo absoluta de CO2 em relacdo aos dias do experimento com 5 % de 6leo e
d0SES CreSCENLES 8 NPK . ....ouiiiiiiiieieee ettt enes 71
Gréfico 6. Producéo absoluta de CO. em relagdo aos dias do experimento com 10 % de Oleo e
d0SES CreSCENTES U8 NPK . .....i ettt ettt naeeaeenee e 73
Gréfico 7. Producao acumulada de CO2 em relacdo aos dias do experimento com 0 % de 6leo
€ d0SES CreSCENTES U8 NPK. .. .ottt enes 74
Gréfico 8. Producdo acumulada de CO2 em relacdo aos dias do experimento com 1 % de 0leo
€ d0SES CresCentes e NPK. ......ooiieieiie ettt sre e enee e 75
Gréfico 9. Producdo acumulada de CO2 em relacdo aos dias do experimento com 3 % de 6leo
€ d0SES CresCentes e NPK. ......ooiii ettt sreeaeenee e 76
Gréfico 10. Producdo acumulada de CO2 em relagdo aos dias do experimento com 5 % de dleo
€ d0SES CreSCENES U8 NPK. .. .ottt enes 77
Gréfico 11. Producdo acumulada de CO2 em relacéo aos dias do experimento com 10 % de dleo
€ 0SES CresCentes e NPK. ......ooiiieecie ettt sreenneenee e 77
Gréfico 12. Superficies de resposta das produc6es acumuladas de CO2 em razdo das doses de
NPK e niveis de contaminacdo por 0leo aos (a) 7 dias, (b) 14 dias, (c) 21 dias, (d) 28 dias, (e)
36 dias, () 42 dias, (g) 49 dias, (h) 56 dias, (i) 70 dias, (j) 77 diae (I) 84 dias. .........ccccvrurnee. 78
Gréfico 13. Superficie de resposta da producdo acumulada de CO, em razdo das doses de NPK
e niveis de contaminacgao por G1e0 a0S 91 dI8S. .......cveveierierierieie s 81
Grafico 14. Maxima produgdo de CO> com relag8o as doses de NPK para 0, 1, 3, 5 e 10 % de
0] =T PSR 83
Gréfico 15. Isoquantas da producdo acumulada de CO, em razéo das doses crescentes de 6leo

e NPK e definicdo da zona raCional.............ccoiiiiiiiiii i 85



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Vantagens e desvantagens da biorremediacéo em solos. ..........cccccveveieeieeiiecnenne. 31

Quadro 2 - Vantagens e desvantagens das técnicas de Biorremediacéo In situ e EX situ. ....... 35



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - FracOes tipicas do PEIrOIO0. ........cveieeiiee e 22
Tabela 2 - Classificacao do petrdleo segundo o Grau APl e 0 Teor de Enxofre.........c............ 23
Tabela 3 - Tecnologias de tratamento de COMPOStOS OrgaNICOS. .......ccovvereerienierieiie e 34
Tabela 4 - Distribuicdo de microrganismos em vérias profundidades do solo......................... 47
Tabela 5 - Caracteristicas fisicas do solo utilizado no experimento..........c.ccceeeevvevevverieennnn, 61
Tabela 6 - Caracteristicas quimicas do solo utilizado no experimento. ...........ccccceevevverieennnnn. 61

Tabela 7 — Esquema fatorial do experimento, 25 tratamentos em diferentes combinactes de
d0SES dE PELrOIEO € NPK ... .t ettt 65
Tabela 8. Coeficientes dos modelos matematicos obtidos a partir das superficies de resposta
gerados a partir dos dados de producéo acumulada de CO> entre os dias 7 e 91 e seus respectivos
coeficientes de determinaCao R2............ccoveveiceeiiicie et 82
Tabela 9. Simulacdo da produgdo de CO. em relacdo aos diferentes niveis de 6leo e NPK
conforme modelo matematico gerado pela superficie de resposta aos 91 dias. ..........c..cc....... 82
Tabela 10. Maxima produgdo de CO2 em relacdo a dose Otima de NPK para os niveis de

contaminaGao do SOI0 A& 0 @ 10 %0, ...eeueeeeiiieiie it 84



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABNT Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
AC Area Contaminada

API American Petroleum Institute

BR Rodovia Federal Brasileira

C:N Relacdo Carbono Nitrogénio

CETESB Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo
CO2 Dioxido de Carbono ou Gas Carbonico
CRA Capacidade de Retencéo de Agua

EMBRAPA Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

EPA Environmental Protection Agency
EUA Estados Unidos da América

TFSA Terra Fina Seca ao Ar

GLP Gés Liquefeito de Petréleo

HPA Hidrocarbonetos Poliaromaticos

MAP Monofosfato de Amonio

MSR Metodologia da Superficie de Resposta
NBR Normas Brasileiras

NPK Nitrogénio, Potassio e Fosforo

pH Potencial Hidrogenidnico

ppm Partes por Milhédo

PRAD Plano de Recuperacio de Area Degradada
PVC Policloreto de Vinila

TPH Hidrocarbonetos Totais de Petroleo



3.1

3.2

3.3
3.3.1
3.3.2
3321
3.4
34.1
3411
34.1.2
34.13
3414
34.15
3.5

3.6

4.1
4.2
4.3
43.1

SUMARIO

[N EEI0] 51610710 IR 14
OBUJIETIVO ...ttt ettt sttt ne it 16
REVISAO DE LITERATURA .....oooeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
e 0] =T TSP 17
Efeitos do petrdleo N0 meio ambiente.........ccoccvvveieiiciicce e 25
2 10] =] 0 T=To L= or- Lo OSSPSR 28
Técnicas de DIOrremMediagao .........coevreieirire e 33
ALENUACAD NALUIAL ... 36
BIOBSHIMUIACAD .....ecvveiecie et 37
= ToT0 [=To =T F- Uor Lo TSRS 45
Fatores limitantes a biodegradago............ccceoveiereiiiiisice 48
L0 0T T =T[OOSR 49
I 001 0 1=] LU RPN 49
PH ettt bttt re st s 51
OXIGBNIO ..ttt bbbttt b bbb 52
NULTTENEES. ..ottt e te e re e st e et esseesbeeseeereenreeneenneenes 53
RESPIFOMETIIAL ...ttt 55
Metodologia da Superficie de RESPOSta..........ccccvevieiieiieiecec e 57
MATERIAL E METODOS .....oooveiiveieeereeee e essseeasss s en s 58
Coleta da amostra de SOI0 ........cceoiiiiiiiiiee e 58
Caracterizacao fisica e quimica do SOl ........cccevviereririie e 60
Experimento de bioestimulacdo do solo contaminado ............ccccccevevveieinenee. 62
oo U or: (oo [ O G0 USRS 65
ANALISE ESTALISTICA. ... ..ecveeieieie e 66
RESULTADOS E DISCUSSOES........oieieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeenes 67
CONCLUSAO . ...t 88
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 89
APENDICE A — ANALISE ESTATISTICA ... 102



14

1 INTRODUCAO

Registros apontam a utilizacdo do petréleo ha mais de 2.000 anos, para as mais diversas
finalidades, dentre elas construcdo civil e fins bélicos (THOMAS, 2001), atualmente é
largamente utilizado na producdo de combustiveis e como matéria prima na fabricacdo de
produtos industrializados. O Brasil é destaque mundial na cadeia produtiva do petréleo, em
2013 foi listado entre os 15 maiores produtores e detentores de reservas comprovadas. O estado
do Rio Grande do Norte ¢ diretamente responsavel por esse mérito detendo a maior quantidade
de pocos produtores de petroleo e gés natural em terra seguido de Sergipe e Bahia.

A cadeia produtiva do petroleo abrange as etapas da exploragdo, transporte, refino,
estocagem e comercializacdo, estando presente nestas grandes probabilidades de acidentes e
por consequéncia o contato do petroleo ou de seus derivados com 0s ambientes aquaticos ou
terrestres. Muteca (2012) afirma que o aumento da demanda de petréleo e seus derivados
geraram ao longo de décadas nao apenas beneficios a qualidade de vida da popula¢do mundial,
mas também prejuizos a0 meio ambiente, por ser essa industria reconhecida como grande
causadora de impactos ambientais.

Este fato elevou a fiscalizagdo ambiental nas empresas petroliferas, que por sua vez
investem para tornar a atividade mais segura, entretanto inimeros acidentes continuam a
ocorrer, e vao de pequenos a grandes vazamentos, representando graves danos ao meio
ambiente e seus ecossistemas. Dentre as exigéncias dos érgdos ambientais tem-se a execugdo
de medidas para recuperacdo das areas degradadas, para isso foram desenvolvidas e/ou
adaptadas diversas técnicas baseadas em processos biol6gicos, fisicos ou quimicos, que podem
ser implementadas no local da ocorréncia (in situ) ou em outro local previamente preparado
com equipamentos e instalacdes adequadas (ex situ).

Andrade, Augusto e Jardim (2010) citam que os frequentes vazamentos de petrdleo e
seus derivados em solos brasileiros tem motivado o desenvolvimento de novas técnicas de
descontaminacdo com objetivo primordial de remover ou degradar o petrleo derramado,
visando reduzir seus efeitos sobre o ecossistema, especialmente os toxicos. Destaca-se dentre
as técnicas, a biorremediacdo, que utiliza processos bioldgicos para degradar contaminantes
presentes no solo, com baixo custo e menos agressividade ao meio ambiente, em relagéo as
técnicas fisicas e quimicas.

Os processos bioldgicos baseiam-se na capacidade dos microrganismos de metabolizar
0s contaminantes em substancias inofensivas para os seres humanos e natureza (BERGER,

2005) e de acordo com Mesquita (2004) a técnica de biorremediacdo consiste no emprego dos
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microrganismos, com ajuda de fatores ambientais, para degradacdo de compostos toxicos.
Quando o contaminante é petréleo, Millioli (2009) explica que 0s microrganismo metabolizam
0s hidrocarbonetos e outros compostos encontrados no 6leo cru, convertendo em produtos mais
sollveis, sendo que em alguns casos pode ocorrer total mineralizacdo com formacéo de CO; e
H-O0.

Segundo Bento, Camargo e Okeke (2003), as estratégias de biorremediacdo incluem a
utilizacdo de microrganismos autoctones (do préprio local), sem qualquer interferéncia de
tecnologias ativas de remediacéo (biorremediacéo intrinseca ou natural), a adicdo de agentes
estimulantes, como nutrientes, oxigénio e biossurfactantes (bioestimulacéo) e a inoculacdo de
consorcios microbianos enriquecidos (bioaumento).

Para fazer o controle da biorremediacdo uma das opcOes € a respirometria, técnica de
medicdo indireta da metabolizacdo do petréleo pela microbiota do solo, de acordo com Costa
(2009) é uma técnica de acompanhamento da biodegradacdo baseada no conceito de que, em
um sistema aerébio, quanto maior a quantidade de CO> produzido e de oxigénio consumido,
maior a facilidade, dos microrganismos, em degradar a matéria organica presente no residuo e
assim, maior o potencial de utilizacdo do processo de biorremediacdo para recuperacao de areas
contaminadas pelo residuo analisado.

Em virtude do exposto faz-se necessario avancar no conhecimento da descontaminagao
de solos poluidos por petréleo usando alternativas biotecnoldgicas, como a biorremediacéo,
levando em consideracdo os fatores ambientais da regido semiarida, como tipo de solo e clima,
disponibilizando a comunidade alternativas para reducdo de passivos ambientais decorrentes
das atividades da cadeia produtiva do petroleo. Assim sera trabalhado a técnica de
biorremediacdo denominada de bioestimulacéo, alternativa de tratamento in situ que “consiste
na adicdo de nutrientes para aumentar a atividade microbiana e a eficacia do processo”
(MILLIOLI, 2009, p. 43), utilizando fertilizante NPK na proporc¢éo 10:30:20.
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2 OBJETIVO

Avaliar o efeito da bioestimulacdo com aplicacdo de fertilizantes NPK na proporcao

10:30:20 na degradacéo de petroleo em Vertissolo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PETROLEO

“Do latim petrae (pedra) e oleum (6leo)” (THOMAS, 2001, p. 4), 0 nome petréleo de
acordo com Yergin (2010) foi adotado na Roma Antiga e na Grécia com o significado de 6leo
de pedra ou 6leo de rocha. E um liquido escuro acastanhado, de consisténcia oleosa, de cheiro
desagradavel e coloracdo que pode variar do preto ao castanho, podendo alguns ser escuros,
densos e viscosos, com pouco gas, enquanto outros podem apresentar tonalidades mais claras,
baixa densidade e viscosidade, com quantidade expressiva de gas, em funcdo dos diferentes
reservatorios em que os 6leos sao obtidos (PEDROTI, 2007). Ferreira (2010) acrescenta a sua
definicdo a caracteristica de inflamabilidade e de ser menos denso gue a agua quando em estado
liquido.

Quanto a origem do petréleo, Pedroti (2007) diz originar-se da decomposicao de animais
e vegetais marinhos soterrados em desabamentos da crosta terrestre em épocas remotas,
enguanto Muteca (2012) cita que grande quantidade de organismos animais e vegetais foram
lentamente se depositando no fundo dos lagos e mares e ainda acrescenta a a¢do do calor e da
pressdo, provocada pelo empilhamento das camadas geoldgicas sobre estes depositos
organicos. Romero (2008) também atribui a origem do petr6leo ao acumulo desses seres
decompostos nos fundos dos mares e lagos e os movimentos geoldgicos, mas 0 mesmo
acrescenta, a acdo de bactérias em celenterados, protozoarios e outros organismos de aguas
doces ou salgadas ligado a decomposic¢do de seres que compdem o plancton, gerando uma
combinacdo de moléculas de carbono e hidrogénio.

Tortora, Funke e Case (2012) explicam que gquando as diatoméaceas e organismos
planctonicos foram enterrados por sedimentos, as suas moléculas organicas ndo foram
decompostas para retornar ao ciclo do carbono, a situacdo de calor e pressao alterou o 6leo
armazenado nas células e membranas celular, com a eliminacéo do oxigénio e outros elementos,
restou um residuo de hidrocarbonetos na forma de petroleo e gas natural.

Segundo Millioli (2009), as teorias anteriormente citadas sdo as mais aceitas, entretanto
0 mesmo levanta a importancia das rochas sedimentares em todo esse processo, 0 mesmo diz
serem estas rochas também denominadas de geradoras, que submetidas a certas temperaturas e
pressdes, juntamente com a existéncia de grandes volumes de matéria organica, geram o
petroleo na subsuperficie quando da sua deposi¢do. O referido autor ainda cita que este € 0

elemento mais importante e fundamental para ocorréncia do petroleo.



18

“Durante milhares de anos, esse 6leo inflamavel que brota naturalmente das rochas em
algumas regides do planeta foi utilizado por diferentes povos, como romanos, chineses e incas,
para atividades especificas” (BRASIL, 2008, p. 108). Segundo Morais (2013) o petroleo é
conhecido desde a Antiguidade, encontrado em pogos com pouca profundidade ou em
exsudacOes na superficie terrestre. O betume era largamente utilizado pelos fenicios na
calefacdo de embarcaces, na antiga Babildnia os tijolos eram assentados com asfalto, egipcios
usaram na pavimentacao de estradas, para embalsamar mortos e na construcao de piramides,
gregos e romanos lancaram méo para fins bélicos como material inflamavel no cerco de cidades
e fortificagOes, foi utilizado ainda com fins medicinais, como lubrificantes e equipamentos e
armas.

Apesar da importancia do petréleo e das mais variadas formas de sua utilizacdo, desde
as épocas mais remotas, “a pesquisa sistematica deste organomineral para utilizacdo em bases
industriais e comerciais foi iniciada na metade do século passado” (SARY, 2012, p. 17). De
acordo com Muteca (2012), em 1852 um quimico canadense descobriu que a destilacdo do
petréleo produzia um liquido que podia ser utilizado em lampadas, 0 querosene, onde até entao,
eram utilizados outros produtos, como o 6leo obtido do carvéo e o 6leo de baleia.

Entretanto o petr6leo apresentava grandes vantagens sobre estes ultimos, principalmente
na facilidade de obtencé&o, o que resultava em menor custo e maior lucro. Morais (2013) destaca
que na década de 1850, a procura por fontes mais volumosas de petroleo se acentuou diante da
necessidade de se aumentar a producdo de querosene, combustivel cujas condicdes de uso e
preco eram mais favoraveis que os demais combustiveis entdo utilizados na iluminacgéo: o 6leo
destilado do carvédo era muito poluente, o 6leo de baleia encontrava-se com os precos em forte
alta em decorréncia da diminuicdo da populacdo de cetaceos nos mares, e 0 gas destilado do
carvao era caro.

Muteca (2012) relata que em agosto de 1859 foi perfurado o primeiro poco de petréleo
em Titusville, Pensilvania nos Estados Unidos da América (EUA), fato que marcou a utilizacao
do petrdleo em larga escala, substituindo os combustiveis disponiveis, principalmente o carvéo,
na industria, e os 6leos de ricino e de baleia, na iluminagdo, Thomas (2001) detalha que esse
poco tinha 21 metros de profundidade perfurado com um sistema de percussao movido a vapor
e produzia 2 m*/dia de 6leo. Concomitante aos Estados Unidos, estava acontecendo movimento
similar na Europa, Morais (2013) cita que na primeira metade do século XIX, na Europa
Ocidental, o petroleo renasceu como uma pequena industria para a fabricacdo de querosene para
iluminacdo, usado em lampiBes rudimentar, aléem disso, a revolucdo industrial em andamento

necessitava de melhores lubrificantes para uso nos maquinario nas fabricas, em substituicao as
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gorduras animais e aos lubrificantes derivados do carvao entéo utilizados. “Posteriormente, com
ainvencdo dos motores a gasolina e a diesel, estes derivados até entdo desprezados, adicionaram
lucros expressivos a atividade” (THOMAS, 2001, p. 1).

O crescimento exponencial de sua aplica¢do veio em 1930, com a invengdo
do motor a explosao, que deu origem a chamada Il Revolucgdo Industrial.
Derivados como gasolina e 6leo diesel passaram a ser usados como
combustivel para os meios de transporte, o que fez com que a substancia
rapidamente se transformasse na principal fonte da matriz energética mundial.
Outros derivados, como a nafta, passaram a ser aplicados como insumo
industrial na fabricacdo de produtos bastante diversificados como materiais de
construcdo, embalagens, tintas, fertilizantes, farmacéuticos, plasticos, tecidos
sintéticos, gomas de mascar e batons (BRASIL, 2008, p. 108).

“No Brasil, em meados do século passado, consumiam-se produtos combustiveis de

animais como o 6leo de baleia, mas a demanda ndo era grande devido a baixa e irregular
distribuicao para a populacdo” (LUCCHESI, 1998, p. 17). O sucesso nas buscas pelo 6leo preto
nos Estados Unidos motivaram a pesquisa em terras brasileiras. “A procura por fontes de
petroleo no Brasil iniciou-se na década de 1860, mesma época em que a indudstria do petroleo
dava os primeiros passos nos Estados Unidos” (MORALIS, 2013, p. 20). Mas apenas em 1930,
conforme Sousa (2016) o engenheiro agronomo Manoel Inacio de Bastos, com base em relatos
populares da utilizacdo de uma “lama preta”, e em seus proprios experimentos, descobriu a
existéncia de petréleo, em Lobato, bairro suburbano de Salvador.

Atualmente o Brasil é um dos paises mais importantes do mundo no que diz respeito a
cadeia produtiva de petroleo, em 2013 ficou na 152 posi¢do no ranking mundial de reservas
provadas de petréleo, com um volume de 15,6 bilhGes de barris, e em termos de producéo chega
a 132 posicao com cerca de 2,1 milhGes de barris/dia, cerca de 2,5% do total mundial (BRASIL,
2014). E no estado do Rio Grande do Norte a importancia do petroleo ndo é diferente, com
247,5 milhdes de barris de reservas provadas em terra, é o estado da federacdo com a maior
quantidade de pocos produtores de petréleo e gas natural em terra com 3.902 unidades, seguido
de Sergipe e Bahia com 1.822 e 1.640 respectivamente e conta uma unidade de refino para
producdo de seus derivados localizada no municipio de Guamaré, denominada Refinaria Clara
Camardo, com capacidade de refino de 37.739 barris/dia (BRASIL, 2014).

Houveram épocas de recessdo no uso em virtude da descoberta de novas tecnologias,
como a descoberta da energia elétrica em substituicdo do querosene para iluminacéo, entretanto
0 petroleo e seus derivados ndo perderam a sua importancia em nossa sociedade, tido como
milagre econdémico para varios paises, € primordial para producdo de energia na forma de
combustiveis (6leo diesel, gasolina, querosene e etc.) e na fabricacdo de produtos

industrializados, como cosmeéticos, borracha e tecidos sintéticos, lubrificantes, remédios,
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produtos de limpeza, plastico, tintas e fertilizantes, assim, cada vez mais presente no cotidiano
das pessoas.

Nos ultimos cem anos, o0 petrdleo consolidou-se como a principal fonte de
energia e 0 mais importante recurso estratégico do mundo moderno. Sua
conturbada trajetoria, que acompanha de perto episodios criticos de nossa
histéria recente, é marcada por renhidas disputas por controle e pela
alternéncia entre periodos de escassez e bonanca. Apesar da natureza ciclica
dos movimentos do petréleo no mercado internacional, identifica-se tendéncia
de consumo claramente ascendente. Por mais espetaculares que houvessem
sido as descobertas de novas reservas, ou por mais revolucionarios que tenham
sido os avangos em tecnologias para extracdo, refino ou utilizagdo do petrdleo,
a avidez da demanda global ainda ndo parece ter encontrado o seu limite
(PIMENTEL, 2011, p. 31).

Por toda peculiaridade em que o petroleo foi formado, resultado de uma grande

quantidade de variaveis, que é caracteristica dos recursos naturais, produzido ao longo de
milhGes de anos, 0 mesmo apresenta uma mistura complexa de compostos, com destaque para
os hidrocarbonetos, que de acordo com Oliveira (2008), Spiro e Stigliani (2009) e Andrade,
Augusto e Jardim (2010) representa a fracdo majoritaria.

A literatura apresenta uma serie de composi¢des quimicas para o petroleo, alguns
autores citam uma breve composicao, segundo Spiro e Stigliani (2009) cerca de 10 % é formada
por enxofre, 5 % por oxigénio e 1 % por nitrogénio, apresentando ainda elementos metalicos
porem em niveis trago, e Oliveira (2008) que é constituido, essencialmente, de carbono e
hidrogénio (90% dos 6leos crus), com quantidades relativamente pequenas de compostos
organicos sulfurados, nitrogenados, oxigenados e organometalicos.

Outros fazem uma estratificacdo mais detalhada desse rico composto, segundo API
(1999) o petroleo é constituido por uma complexa mistura incluindo, nitrogénio (0% a 0,5%),
enxofre (0% a 6%), oxigénio (0% a 3,5%), alguns metais em concentracdes traco
(principalmente niquel e vanadio) e os hidrocarbonetos (50% a 98%). A heterogeneidade
caracteristica da composicdo quimica do petréleo se da em virtude dos diferentes materiais de
origem, tempo de formac&o, caracterizacdo geoldgica do local do reservatorio, dentre outros,
entretanto, conforme Ferreira (2010) apesar de sua composi¢do quimica variar em funcéo do
reservatorio, os diferentes tipos de petroleo apresentam semelhancas na analise elementar,
sendo constituidos (%m/m) de: carbono (83-87); hidrogénio (11-14); enxofre (0,06-8);
nitrogénio (0,11-1,7); oxigénio (0,1-2); e metais (ate 0,3).

De certa forma Pedroti (2007) afirma que o petroleo consiste basicamente em compostos
de apenas dois elementos que, no entanto, formam grande variedade de complexas estruturas
moleculares e independentemente das variagdes fisicas ou quimicas, quase todos os petroleo

variam de 82 a 87 % de carbono em peso e 12 a 15% de hidrogénio.
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Com relacdo aos hidrocarbonetos de petréleo, Berger (2005) explica que séo derivados
de petréleo, como, por exemplo, gasolina, 6leo diesel, 6leo combustivel, dleo lubrificante, entre
outros. Eles abrangem uma espectro muito grande de substancias, que podem ser agrupadas
segundo a sua estrutura (linear, ramificada, ciclica) e o seu grau de saturacdo, isto é, a
diferenciacdo segundo a existéncia de ligagdes simples, duplas ou triplas entre os atomos
carbono (alcanos, alcenos e alcinos).

Thomas (2001) complementa que os hidrocarbonetos sdo compostos organicos
formados por carbono e hidrogénio, classificados conforme sua estrutura em saturados,
insaturados e aromaticos. Os saturados (alcanos ou parafinas), sdo aqueles cujos d&tomos de
carbono sdo unidos somente por ligacdes simples e ao maior nimero possivel de d&tomos de
hidrogénio, constituindo cadeias lineares, ramificadas ou ciclicas, interligadas ou nao. Os
insaturados (olefinas), apresentam pelo menos uma dupla ou tripla ligacdo carbono-carbono,
enquanto que os aromaticos (arenos), apresentam pelo menos um anel de benzeno na sua
estrutura.

No petréleo predominam os hidrocarbonetos aciclicos saturados, de cadeia normal e
ramificada, bem como os ciclicos de cadeia normal ou ramificada (cicloalcanos) e os aromaticos
conforme Oliveira (2008) e Ferreira (2010).

A Figura 1 apresenta classificagdo quimica dos hidrocarbonetos de petréleo.

Figura 1 - Classificacdo quimica dos hidrocarbonetos de petréleo.

Hidrocarbonetos do Petroéleo

Saturados Insaturados

Isoalcanos n-alcanos Cicloalcanos

Aromaticos Olefinas

Fonte: API, 2001.
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Uma das caracteristicas dos hidrocarbonetos, de acordo com Millioli (2009) é ter
diferentes pontos de ebuli¢do, sendo matéria-prima de grande importancia para a economia, a
Tabela 1 extraido de Thomas (2001) mostra as fracdes tipicas que sdo obtidas do petrdleo

conforme a faixa de ebuli¢cdo dos compostos e seus usos.

Tabela 1 - Frac0es tipicas do petroleo.

Fracéo Temperatura Composicéo Usos

de ebulicdo (°C) aproximada

Gés residual - Ci-Cz Gés combustivel.
Gas liquefeito de Até 40 Cz—C4 Gés combustivel
petréleo (GLP) engarrafado, uso

domeéstico e industrial.
Gasolina 40 - 175 Cs—Cuwo Combustivel de

automaéveis, solvente.

Querosene 175 - 235 Cu—-Cn [luminagdo, combustivel

de avides a jato.

Gasoleo leve 235 - 305 Ci3—Cy7 Diesel, fornos.

Gas0leo pesado 305 - 400 Ci1s—Css Combustivel, matéria-
prima para lubrificantes.

Lubrificantes 400 - 510 Co6 — Cas Oleos lubrificantes.

Residuo Acima de 510 Cas+ Asfalto, piche,

impermeabilizantes.

Fonte: THOMAS, 2001.

Com relacdo ao fator econdmico e comercial, o petréleo pode ser caracterizacdo pela
sua densidade e teor de enxofre, a relagdo entre ambos definem o valor comercial do 6leo. A
classificacdo “grau API” criado pela American Petroleum Institute ¢ largamente conhecida,
segundo Novaes (2010) a densidade do petroleo é determinada pelo grau API, quanto maior o
valor, de modo geral, maior seu valor de mercado, salvo presenca de algum elemento ou
substancia quimica que prejudique seu valor. “Em geral, quanto maior o °API, maior a
quantidade de derivados de alto valor agregado, como os combustiveis (gasolina, diesel e gas
liquefeito de petroleo, GLP), em relacdo a um petroleo de menor grau API” (MACHADO,
2014, p. 24).
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A Tabela 2 relaciona a classificacdo do petréleo em relacdo ao grau API e o teor de

enxofre.

Tabela 2 - Classificacdo do petroleo segundo o Grau APl e o Teor de Enxofre.

Categoria % Enxofre Grau API
Leve com baixo teor de enxofre 0-05 > 32
Pesado com médio teor de enxofre 0,35-11 > 24
Leve com elevado teor de enxofre >1,1 > 32
Pesado com elevado teor de enxofre >1,1 24 -33
Muito pesado com elevado teor de enxofre >0,7 0-23

Fonte: TAVARES, 2005.

Tais parametros que o caracterizam, ndo interessam apenas aos especialistas em petréleo
e seus derivados no seu contexto comercial e econémico, séo informagdes de extrema valia para
técnicos que lidam com a area ambiental, mais especificamente com remediacdo de areas
contaminadas, pois de acordo com Peters e Moldowan (1993) o 6leo leve (alto °API) é
constituido predominantemente de hidrocarbonetos alifaticos mais facilmente degradados pela
populacdo microbiana do que o 6leo mais pesado, que pode conter maior abundancia de
hidrocarbonetos aromaticos.

A proposito, desenvolver novas técnicas de remediacdo de solos contaminados por
petroleo, assim como aprimorar as ja existentes, € um desafio para os técnicos e cientistas da
area, pois tal qual a importancia do petréleo para a sociedade moderna, sdo 0s danos que 0
mesmo causa em ambientes aquaticos ou terrestres quando nestes sao lancados. “O que se tem
notado, nas duas ultimas décadas, é que a poluicdo causada por petroleo e seus derivados tem
sido um dos principais problemas ao meio ambiente” (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM,
2010, p. 17).

Ainda com relacdo ao potencial de danos ao meio ambiente, Weber e Santos (2013)
considera o petréleo como um dos principais poluidores do meio ambiente, no entanto ressalta
a importancia e a nossa dependéncia pelo petrdleo, citado que ele € utilizado como a principal
fonte de energia do pais, servindo como base para a fabricacdo dos mais variados produtos, dos
quais se destacam benzinas, 6leo diesel, gasolina, lubrificantes, parafinas, querosene, asfaltos e
até mesmo cosméticos e medicamentos.

Um dos principais fatores que influenciam ou que elevam esse potencial de impactos

ambientais na industria do petréleo, além da diversidade de usos e a quantidade de
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consumidores, é a magnitude de sua cadeia produtiva, que se inicia na sua exploracdo em terra
ou mar, passa toda uma etapa de transporte maritimo ou terrestre até as refinarias, onde se inicia
uma nova etapa para obtencdo de seus derivados, que sdo os produtos de interesse comercial,
destas seguem para armazenamento e distribuicdo, mais uma vez passando por transporte
terrestres ou maritimo.

“Durante a exploracdo, o refino, o transporte e as operagdes de armazenamento do
petrdleo e/ou de seus derivados podem vir a ocorrer derramamentos acidentais ocasionando a
contaminacdo de solos, rios, etc.” (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010, p. 17). “Cada
estagio do processo — exploracdo, perfuragcdo onshore (em solo) e offshore (em mar), refino,
transporte por oleodutos ou outras formas — apresentam sérios riscos ao meio ambiente”
(MILLIOLI, 2009, p. 31). Ainda segundo Millioli (2009) em solos os derrames de petroleo
podem ocorrer de muitas formas, mas 0s maiores eventos ocorrem pelo rompimento de
oleodutos, explosbes de pocos ou perfuracdo ou erosdo de tanques combustiveis, causando
efeitos diretos sobre o solo e a vegetacédo do local contaminado.

Desastres ambientais, por vazamentos de petroleo no solo, decorrentes das diferentes
vias citadas anteriormente, alteram a qualidade do mesmo, podendo causar graves efeitos em
plantas e animais. A depender da magnitude deste, o petroleo pode infiltrar no solo, diminuindo
a quantidade de oxigénio disponivel, afetando diretamente as plantas e a microbiota indigena,
que por sua vez diminuem de quantidade e/ou passam a competir com as plantas também por
nutrientes minerais. As caracteristicas de permeabilidade do solo e viscosidade do 6leo, podem
favorecer a contaminacdo do subsolo e até mesmo o lencol freatico.

A legislacdo ambiental através de seus dispositivos legais, determinam que o0s
responsaveis pela contaminacgdo, promovam ac¢des de recuperacao das areas degradadas, com
objetivo de restabelecer as condi¢des de equilibrio do meio que foi alterado. Todas as acGes a
serem realizadas para a recuperacao da area, deve estar detalhadamente descrita no respectivo
Plano de Recuperacdo de Area Degradada (PRAD), que envolve dentre outras, as etapas de
diagnostico da area e do dano ambiental, metodologia a ser utilizada e medidas de
monitoramento e controle ambiental, devidamente planejadas dentro de um cronograma fisico
e financeiro a ser executado.

Em termos praticos, na ocorréncia de um incidente como derramamento ou
vazamento de 6leo, as primeiras providéncias a serem tomadas séo de natureza
fisica (geralmente, remocdo mecénica). Em seguida, podem ser utilizados
produtos quimicos (surfactantes quimicos) para dispersao do 6leo. Em tese, as
técnicas biotecnoldgicas sdo utilizadas em um terceiro momento, para a
biotransformacdo do material restante, podendo chegar & mineralizagdo,
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fendmeno caracterizado pela conversao dos hidrocarbonetos em gas carbdnico
(CO,) e 4gua (PEREIRA JUNIOR; GOMES; SORIANO, 2009, p. 8).
Dessa forma, a biorremediacdo é uma opcdo proeminente a ser utilizada em solos

contaminados por petréleo e seus derivados, conhecido desde o inicio do século XX, passou a
ser mais utilizado em meados de 1980, apresentando resultados satisfatorios, no entanto
“inumeras pesquisas vém sendo realizadas em biorremediagdo de solos impactados com
petréleo que, dentre as tecnologias desenvolvidas, destaca-se por ser um processo atrativo e
economicamente viavel” (MILLIOLI, 2009, p. 26).

3.2 EFEITOS DO PETROLEO NO MEIO AMBIENTE

O solo, corpos d’agua e a atmosfera inevitavelmente receberdo contribui¢des negativas
das atividades antropicas prejudicando a sua qualidade ambiental. Rodrigues (2005) considera
0 solo como recipiente primordial, da maioria dos rejeitos, produtos quimicos e despejos,
provenientes das sociedades industrializadas, e ap0s a penetracdo de substancias indesejaveis
no solo, sucede a preocupacdo em como controlar, desativar ou destrui-las, pois passaram a
fazer parte de um ciclo de reaces com implicacGes diretas na vida dos seres vivos (fauna e
flora) ali presentes, inclusive 0 homem.

Apo6s um evento de vazamento de petréleo bruto no solo sdo desencadeadas uma série
de efeitos negativos sobre a fauna, flora e microbiota terrestre, até mesmo aos seres humanos.
Dependendo da magnitude do vazamento o petroleo pode chegar aos corpos d’4agua superficiais
ou infiltrar até as aguas subterraneas, elevando a propor¢do do dano ambiental. Pedrozo (2002)
cita que conhecer o comportamento dos diferentes componentes do petr6leo no solo, 4gua e ar
€ muito importante na avaliacdo dos efeitos a salde e a biota decorrentes dessa exposicao.

Segundo Maranho et al. (2006) os hidrocarbonetos do petréleo apesar de serem
poluentes ambientais difundidos e a sua biodegradacdo seja assunto central de numerosas
investigacBes, as informagBes sobre a sua toxicidade as plantas no solo sdo limitadas. A
complexa composicdo quimica do petroleo e sua variabilidade em virtude da jazida de origem
aliada aos diversos processos bioldgicos de degradacdo no solo dificultam os estudos sobre o
tema, pois cada elemento que o compde pode desencadear efeitos diferentes no solo e por
conseguinte na fauna e na flora.

Pedrozo (2002) cita que o transporte dos componentes do petréleo através do meio
ambiente envolve varios processos como a volatilizacdo, hidrdlise, fotdlise, biodegradacéo,

biotransformacao, degradacao fisica e dissolucéo e que a relevancia e a velocidade de cada um
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desses processos variam de acordo com a situacdo, tornando-se muito dificil predizer
acuradamente a composi¢do dos subprodutos de degradacdo a partir do conhecimento da
composicao inicial do petréleo, bem como equacionar a potencial toxicidade dos mesmos.

De forma generalizada Guimaraes (2007) aponta os efeitos dos impactos ambientais
advindos dos residuos derivados de petrdleo na flora e na fauna por acéo fisica (abafamento e
reducdo da luminosidade), ambiental (alteracdo do pH, diminui¢do da oferta de oxigénio
dissolvido e quantidade de alimento disponivel) e toxica.

Pezeshki et al. (2000) explica a acao fisica do 6leo sobre as plantas, agindo diretamente
na reducdo da transpiracdo e fotossintese, pois quando o 6leo derramado cobre as folhas,
bloqueia os poros dos estdmatos reduzindo a taxa de entrada de CO», com isso, diminui a oferta
de oxigénio para a raiz, limitando o seu crescimento. Sobre o solo o efeito é similar, apos cobrir
a superficie do solo, o petréleo forma uma camada hidrofobica, dificultando a entrada de
oxigénio para a zona radicular das plantas, transformando-a em ambiente anaerdbio,
ocasionando destruicdo da membrana da raiz e seletividade ionica. Segundo Morley et al.
(2005) a hidrofobicidade dos solos contaminados com petroleo provavelmente estdo
relacionados aos compostos organicos polares, limitando a absorcdo de agua e de nutrientes
pela planta.

Outros sintomas observados nas plantas em solo contaminado por petréleo e seus
derivados foram citados por Maranho et al. (2006), como maior ramificagdo da raiz, aumento
da espessura da parede celular, maior area de espacos intercelulares, reducdo da area foliar,
maior espessura dos tecidos foliares e maior densidade estomatica

Neubauer Filho (2009) observa que o petréleo ao chegar no manguezal impermeabiliza
o sistema radicular, tornando as arvores afetadas incapazes de absorver oxigénio e nutrientes,
assim os vegetais vdo perdendo as folhas e ndo conseguem realizar a fotossintese. No mesmo
trabalho o autor destaca o efeito da temperatura, o 6leo pode atingir 60 °C ao ser aquecido pelos
raios solares, causando mortandade de animais e vegetais microscopicos que alimentam
milhares de espécies direta ou indiretamente.

A toxicidade de poluentes nas plantas vem sendo investigado de longa data, em 1898
Wislicenus (1898) apud Wentzel (1983) citou a diminuicdo do processo metabdlico e as
atividades enzimaticas aumentando a transpiracdo e paralisacdo do mecanismo estomatico das
plantas, associado ao SO> e HF. No trabalho de Baker (1970) ja se tratava dos efeitos agudos e
crénicos relacionados a toxicidade do petroleo, o autor defende que as moléculas pequenas e
com baixa viscosidade de hidrocarbonetos penetram mais facilmente nos tecidos vegetais,

entretanto as moléculas grandes e de maior viscosidade tem mais dificuldade, assim as
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primeiras tem maior potencial toxico que as Ultimas, o autor ainda cita que o grau de toxicidade
do petroleo aumenta na seguinte ordem, compostos saturados, insaturados e aromaticos.

A ideia é reiterada por Spies et al. (1996) quando cita a tendéncia dos efeitos toxicos
imediatos (agudos) serem causados por moléculas de baixa massa molar e os efeitos toxicos
tardios (cronicos) estdo relacionados as moléculas de alta massa molar, geralmente as
aromaticas. Os hidrocarbonetos de baixa massa molar apesar de serem mais toXicos se
degradam mais rapidamente e os de alta massa molar sdo mais persistentes no ambiente.

De acordo com Clark (1997) a toxicidade dos hidrocarbonetos esta associada a sua
hidrofobicidade, sendo menos tdxicos os mais soliveis em &gua, pois influencia na taxa de
transporte dos hidrocarbonetos na camada lipidica da membrana celular, contrariamente
Freedman (1993) cita que os danos ambientais mais severos em um vazamento de petréleo séo
consequéncia das fracGes mais leves e mais sollveis, pois estas tem mais facilidade de entrar
em contato com 0s organismos.

Rodrigues (2005) discorre que o carater potencial da toxidade esta presente, com maior
ou menor grau de intensidade, portanto a nocividade para os seres vivos circundantes é
dependente da sensibilidade de cada um, das caracteristicas genéticas, fisiologicas e das
circunstancias em que foram afetados. Completa ainda que quando um ser vivo é submetido a
uma forga, tensdo que o afaste das condi¢des consideradas 6timas para sua sobrevivéncia, esta
acaba induzindo respostas e/ou transformacGes em sua fisiologia interna, muitas vezes
reversiveis a principio, mesmo que durante a permanéncia do fator estressante desencadeador,
ocorra a diminuicdo de sua resisténcia. Quando o limite de capacidade de ajuste € alcancado,
os disturbios que antes estavam em estado latente, agora se manifestam na forma de doencas
crénicas ou injarias irreversiveis.

De acordo com Rodrigues (2005) as plantas sdo mais sensiveis que o homem aos
poluentes em geral e por isso sdo utilizadas como bioindicadoras denunciando a presenca de
compostos acumulados através de reacdes bioldgicas em escala visivel. Além da sensibilidade
ao contaminante, Baker (1970) cita outros fatores que estdo relacionados a contaminacdo do
ambiente por petrdleo que interferem na toxicidade as plantas, séo estes o tipo de solo, a estacdo
do ano e o tempo que as plantas ficam expostas ao 6leo.

Segundo Inckot et al. (2008) a toxicidade do petroleo em relacdo as plantas pode ocorrer
pelo contato direto ou absor¢do de algum composto e cita como exemplo o trabalho de Alkio
et al. (2005) que detectou um composto do petréleo (fenantreno) no interior da Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh., e registrou redugdo no crescimento das raizes, diminui¢do no tamanho e

numero de folhas, deformacéo de tricomas e areas necrosadas com morte celular. Maranho et
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al. (2006) cita a inibicdo da germinacdo de sementes, diminui¢cdo do crescimento vegetal e
morte das plantas como indicadoras da toxicidade dos hidrocarbonetos. Chupakhina e
Maslennikov (2004) citam que a poluicdo por petréleo causam destruicdo da clorofila e
carotenoides das espécies vegetais.

Com relagdo aos animais presentes em ambientes contaminados, Neubauer Filho (2009)
cita que estes podem morrer em poucos dias sem poder respirar, ou se intoxicar a0 poucos ao
comerem folhas e bichos contaminados. O 6leo que cobre o corpo dos animais pode prejudicar
o0 sistema de isolamento térmico, como € o caso das aves cujas penas formam colchdes de ar
que 0s aquecem.

De acordo com USEPA (1999) e Pedrozo (2002) vazamentos de petroleo e seu
derivados podem afetar também a biota aquatica, ao se espalhar sobre a superficie da agua
formam um filme com espessura de cerca de 0,1 mm. O espalhamento do 6leo depende da sua
tenséo superficial, viscosidade, temperatura, densidade e quantidade de 6leo derramado. O dleo
na superficie da dgua pode evaporar, ser degradado, emulsificar ou afundar, expondo tanto as
espeécies vegetais das margens dos corpos d’agua quanto os peixes presentes no ambiente, que
por sua vez podem apresentar problemas cardiacos e respiratorios, alteracGes bioquimicas,
celular e no aparelho reprodutor, podendo se estender a anomalias genéticas e carcinoma. Os
peixes e mamiferos podem ser afetados pelo 6leo pelo contato direto, ao atingir pelos e penas
influencia a perda do isolamento térmico e risco de congelamento e afogamento dos animais,
exposicao aos vapores e ingestdo do 6leo, que afetam o sistema nervoso, coracao e pulmdes,

destruicdo do habitat e fonte de alimentos.

3.3 BIORREMEDIACAO

O processo de biorremediacdo largamente difundido na literatura tem sido definido de
varias formas, algumas conceituacdes mais simples e genéricas, Tortora, Funke e Case (2012)
definem a como “0 uso de microrganismos para detoxificar ou degradar poluentes”
corroborando com Mariano (2006) que considera “uma nova tecnologia para tratar locais
contaminados mediante 0 uso de agentes bioldgicos capazes de modificar ou decompor
poluentes alvos”.

Outros conceitos de biorremediacdo sdo mais especificos, Lemos et al. (2009) define
como um conjunto de tecnologias nas quais se utilizam microrganismos, ou seus produtos e
processos, aplicadas a recuperacdo, ou remediacdo, de areas contaminadas, tratamento de

compostos organicos volateis toxicos ou efluentes. Entretanto pode-se observar que todos
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convergem para a utilizagdo de organismos vivos, desde microrganismos a plantas, com o
objetivo de remediar ambientes terrestres ou aquéaticos contaminados, através da degradacao
dos poluentes.

“A biorremediacao baseia-se na degradacéo bioguimica dos contaminantes por meio da
atividade de microrganismos presentes ou adicionados no local de contamina¢do” (BERNOTH
et al., 2000) e “os produtos finais de uma biorremediacdo efetiva, sdo agua e gas carbonico
(processo denominado mineralizacdo), compostos estes, que nao apresentam toxicidade e que
podem ser incorporados ao ambiente sem prejuizo aos organismos vivos (MARIANO, 2006).

“As chamadas técnicas de biorremediacdo vém sendo amplamente estudadas e
utilizadas para remediacdo de ambientes contaminados com substancias orgéanicas. Essas
técnicas tém como pré-requisito basico o aumento da eficiéncia da remocdo natural feita pelos
microrganismos” (CHAGAS-SPINELLI, 2007, p. 37), sendo eficiente também no tratamento
de compostos inorganicos. De acordo com Dias (2000), o objetivo da biorremediagdo no
tratamento em areas contaminadas é induzir ou acelerar os processos bioldgicos naturais de
reciclagem de compostos de interesse, incluindo compostos organicos ou inorganicos utilizando
a capacidade intrinseca dos microrganismos de degradar matéria organica toxica, tanto de
origem natural como compostos sintéticos.

Associado ao termo “biorremedia¢do” comumente tem-Se 0 de area ou ambiente
contaminado ou mesmo poluido, a utilizacdo de ambos remete a alteracGes negativas ao meio
ambiente, que por vezes é entendido como sindnimo. De fato, na literatura pode-se encontrar
Varios conceitos que ndo os diferenciam, para CETESB (1999) Area Contaminada (AC) é onde
h& comprovadamente poluicdo causada por quaisquer substancias ou residuos que nela tenham
sido depositados, acumulados, armazenados, enterrados ou infiltrados, e que determina
impactos negativos sobre 0s bens a proteger.

A poluicdo é uma alteracdo indesejavel nas caracteristicas fisicas, quimicas ou
biolégicas da atmosfera, litosfera ou hidrosfera, provocada pelas atividades e
intervencbes humanas no meio ambiente, que possa causar dano a
sobrevivéncia ou as atividades dos seres humanos e outras espécies, ou ainda
deteriorar materiais (SANTQS, 2005, p. 11).

Mas é importante observar que existe uma diferenca conceitual entre poluicdo e

contaminac&o, explicado por Nass (2002), polui¢do é uma alteracdo ecoldgica provocada pelo
ser humano que prejudica, direta ou indiretamente, sua vida ou seu bem estar, como danos aos
recursos naturais como a agua e o solo e impedimentos a atividades econdmicas como a pesca
e a agricultura. Ja a contaminagéo é a presenca, em um ambiente, de seres patogénicos que
provoquem doengas, ou substancias em concentrag¢0es nocivas ao ser humano. Baseado nestes

conceitos € possivel que uma contaminacao ndo ocasione uma alteracao das relacdes ecoldgicas
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e assim néo seja considerada poluicdo, geralmente pode ser observado quando a carga do
contaminante é muita pequena em relacdo ao meio em que esté sendo langada.

Apesar de ser considerada uma tecnologia nova, com vasto campo de estudos, a
biorremediacdo ja vem sendo utilizado ha quase trinta anos para descontaminacédo de solos.
“Em 1988, os cientistas comegaram a utilizar microbios para limpar poluentes e residuos
toxicos produzidos por varios processos industriais” (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012, p.
17). Observa-se que existem relatos da utilizacdo das técnicas de biorremediacdo bem mais
antigas, Mariano (2006) cita que a habilidade de microrganismos degradarem poluentes €
conhecida desde 1908, quando um cientista isolou uma bactéria que apresentou capacidade de
crescer em meio contendo tolueno e xileno.

As técnicas de biorremediacdo sdo baseadas no potencial inerente aos microrganismos
de metabolizar os poluentes, reduzindo a concentracdo destes no ambiente ou transformando
em substancias inertes, para isso sdo executadas estratégias para favorecer essa dindmica
natural. Observa-se assim que 0 homem ndo criou 0s mecanismos da biorremediacéo, estes
foram desenvolvidos pela natureza através do tempo e da evolucdo dos microrganismos em
contato com os poluentes, a intervencdo humana consiste apenas em acelerar o processo, através
de medidas que visam condicionar o ambiente, favorecendo condi¢fes Otimas para a
microbiota.

As diferentes estratégias de biorremediagdo, em geral, visam aumentar a populagéo
microbiana criando condi¢cdes ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento (Silva et al.,
2004). “O principio da biorremediagao se baseia na utilizagdo de popula¢es microbianas que
possuem a habilidade de modificar ou decompor determinados poluentes” (CUNHA et al.,
2008, p. 20).

A possibilidade de decomposicdo de poluentes presentes no ambiente se utilizando de
processos naturais desempenhados pelos microrganismos conferem a biorremediacdo uma
alternativa ecoldgica, eficaz e menos onerosa que outras tecnologias existentes que se utilizam
de processos fisicos e/ou quimicos.

As pesquisas evidenciam uma série de vantagens dos processos de tratamento bioldgico
em relagdo aos fisicos e quimicos, D’annibale et al. (2006) ressaltam que tecnologias de
tratamento bioldgico para remediacdo de solos e aguas subterrdneas contaminados com
poluente organicos sé&o mais baratos e menos agressivos ao meio ambiente com relagéo a outras
tecnologias. Andrade, Augusto e Jardim (2010) acrescentam que 0 uso dos equipamentos Sao

de facil obtencdo, instalacdo e operagdo, pode ser combinada com outras técnicas, na maioria
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dos casos ndo produz compostos tdxicos que precisam de tratamento e disposi¢éo final e por
fim sdo eficientes na biodegradacéao de petréleo e seus derivados.

A tendéncia de se ter menores custos € justificado por Millioli (2009) por se ter a
possibilidade do tratamento no préprio local de contaminacdo. Outras variaveis também sédo
decisivas, “uma justificativa para os menores custos ¢ que, em muitos casos, as alternativas de
biotratamento concentram seus esforgos em otimizar simplesmente o processo que ocorre de
forma natural no solo” (MUTECA, 2012, p. 8).

As tecnologias fisicas e quimicas de tratamento possuem a vantagem de obter resultados
mais rapidos na reducdo dos contaminantes a niveis seguros e aceitaveis pela legislacdo
ambiental, por isso sdo tidos como mais eficazes, embora dependendo da magnitude da poluicéo
do solo e do porte da empresa responsavel pela recuperacdo da area degradada, estas sejam
inviaveis.

Dentre as desvantagens, ressalta Muteca (2012) o fato de serem muito caras, requerer
alta demanda de energia e sdo agressivas a0 meio ambiente, exigirem um alto consumo de
reagentes quimicos assim como, em alguns casos, a necessidade de se fazer a remocao do solo
e transporte para tratamento em outro local podendo ocasionar a propagacédo da contaminacao
para outros meios. Uma das grandes desvantagens dos tratamentos fisicos é o carater ndo
destrutivo do contaminante, 0 mesmo é apenas transferido para outro local.

A biorremediacdo de solos também apresenta limitacGes que precisam ser avaliadas,
dentre estas Andrade, Augusto e Jardim (2010) citam a possibilidade de monitoramento
continuo por tempos longos, ser ineficiente para compostos organicos que ficam adsorvidos no
solo, efeito toxicoldgico a microbiota pelas altas concentragdes de contaminantes, as
propriedades fisicas, quimicas e microbioldgicas do solo e as condi¢Bes climéticas, podem
alterar a taxa de biodegradacdo como também a dificuldade de utilizacdo em solos argilosos
com baixa permeabilidade. O quadro 1 apresenta principais vantagens e limitacdes da

biorremediacéo de solo.

Quadro 1 - Vantagens e desvantagens da biorremediagcéo em solos.

Vantagens LimitacOes
A aplicacdo envolve o uso de equipamentos Podem ser requeridos monitoramento
de fécil obtencdo, instalagdo e operacao. continuo por tempos longos e/ou

manutencéo do sitio submetido a

biorremediagéo.
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Em atividades in-situ, a biorremediacao gera A técnica € ineficiente para compostos
disturbios minimos ao meio ambiente. organicos que ficam adsorvidos no solo,

tornando-os indisponiveis a biodegradacao.

Em condicdes 6timas de operacdo, apresenta | E menos eficiente em periodos menores de

custos menores em comparacao as técnicas | tempo em comparagdo as outras técnicas de

alternativas de remediacéo. remediacdo, como os POA.
Pode ser combinada com outras técnicas, Contaminantes de baixa solubilidade em
como a SVE, para acelerar o processo de concentragdes elevadas, como os HTP,
descontaminacao. podem ser tdxicos aos microrganismos e/ou

ndo biodegradaveis, inviabilizando a

utilizacdo da técnica.

Na maioria dos casos, essa técnica ndo As propriedade fisicas, quimicas e
produz compostos toxicos, que devem ser microbioldgicas do solo e as condi¢des
dispostos e tratados em outro local. climaticas, podem alterar a taxa de
biodegradacéo.
E muito eficiente na biodegradac&o de Dificuldade de utilizagdo em solos argilosos
petroleo e seus derivados em solos ou com baixa permeabilidade.
permeaveis.

Fonte: ANDRADE, AUGUSTO E JARDIM, 2010.

Solos argilosos tem peculiaridades que precisam serem levadas em consideragédo para
se aumentar a eficiéncia do processo de biorremediacédo, Seabra (2005) sugere adi¢do de agentes
estruturantes para melhorar a porosidade de solos com teores elevados de finos (silte e argila)
e Bisognin (2012) explica que solos com baixa permeabilidade séo dificeis de arejar formando
aglomerados prejudiciais a distribuicdo de umidade, ar, nutrientes e de microrganismos. Rocha
(2015) cita que solos com altos teores de finos contribuem para a ocorréncia do fenébmeno de
sor¢do dos contaminantes diminuindo a mobilidade dos hidrocarbonetos e dificuldade de
promover a sua degradagéo.

Dentre os solos que possui como caraceristica o alto teor de argila na sua composicao,
pode-se citar os Vertissolos. Capurro (2005) cita que os Vertissolos caracterizam-se por
apresentarem altas porcentagens de argila expansiva em todo perfil e altos niveis de matéria
organica, conferindo uma fertilidade natural elevada e uma estrutura granular forte, com
caracteristicas de autogranulado.
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3.3.1 Técnicas de biorremediacéo

A técnica de biorremediacédo a ser adotada na area degradada depende de uma analise
criteriosa a ser realizada com base no diagnostico atual da area, que leva em consideracdo o
tipo de solo, as caracteristicas fisicas e quimicas do mesmo, o tipo do poluente, seu potencial
de migracdo para outros meios, efeitos toxicolégicos assim como a concentragdo final do
contaminante ap0s 0 processo de tratamento e o custo.

As técnicas sdo denominadas in situ e ex situ, sendo a primeira realizada no proprio local
contaminado e a segunda, o material contaminado e removido e transferido para um outro local
previamente preparado para as etapas de tratamento conforme o método escolhido.

De acordo com Oliveira (2008) a escolha entre as técnicas denominadas in situ e ex situ,
deverdo considerar ndo sé os poluentes, mas o custo dos processos e, principalmente, a
concentracdo final do contaminante, no término do tratamento, como aceitavel para o tipo de
residuo e para o uso futuro da érea.

llustrativamente, pode-se entender a transferéncia do material contaminado, feito
geralmente através de escavagdo quando o meio é solo e bombeamento quando o meio for agua,
e a logistica de transporte depende local contaminado e o local do tratamento, que dependendo
da quantidade peso/volume do material é instalado nas proximidades para reduzir custos com
logistica.

Dentre as técnicas de biorremediacao in situ Jacques et al (2007), Millioli (2009), Lima
(2010) e Muteca (2012) citam Atenuacdo Natural, Bioestimulacdo, Bioaumentacdo e
Fitorremediacdo, Millioli (2009), Lima (2010) e Muteca (2012) acrescentam a lista a
Bioventilacdo. A técnica das Barreiras Reativas Permeaveis (BRPs), pouco conhecida e
utilizada foi também citada e explicada apenas por Millioli (2009) como sendo também
realizada no proprio local da contaminacéo.

Com relagdo a técnica da Atenuacdo Natural, Millioli (2009) e Muteca (2012)
acrescentam o termo Monitorada, evidenciando que o tratamento ndo deve ser deixado a cargo
apenas da natureza e seus processos, 0 mesmo deve ser devidamente acompanhado e controlado
até que seja diagnosticado a reducdo dos niveis de contaminagdo e comprovacao da recuperagao
da area degradada. Ainda tratando da mesma Lima (2010) traz o termo Biorremediagdo
Intrinseca como sendo sindnimo.

Nas técnicas citadas como sendo ex situ, tem-se as Biopilhas e os Biorreatores segundo
Seabra (2005), Millioli (2009), Muteca (2012) e ainda Compostagem conforme Seabra (2005)
e Muteca (2012). A técnica denominada de Landfarming que tem como caracteristica a
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utilizacdo de préticas e maquinas agricolas como o arado e a grade durante as fases do
tratamento é considerada ex situ por Seabra (2005), Mariano (2006), Millioli (2009) e Muteca
(2012) com excecao de Jacques et al (2007) que lista como sendo in situ.

Ambas apresentam vantagens e desvantagens, Mariano (2006) defende que a
biorremediacdo in situ evita custos e distdrbios ambientais, provenientes das movimentagoes
de solos e 4guas de um local contaminado para outros locais destinados ao tratamento, de acordo
com Lima (2010) a mesma visa tratar o solo utilizando-se de tecnologias que vado desde a
introducao de oxigénio e nutrientes até a adi¢cdo de organismos selecionados para cada tipo de
contaminante. Rattedge e Kristiansen (2001) acrescenta que as técnicas in situ pode ser aplicada
em situacGes onde a contaminacdo € profunda, subterranea ou sob construgdes, evitando custos
de escavacdo e ainda argumentam que ndo had producdo de compostos toxicos como nos
tratamentos fisico-quimicos.

Entretanto, em determinadas ocasides a remocao do material contaminado é necessaria
e em alguns casos imprescindivel, de acordo com Jacques et al (2007) quando ha possibilidade
contaminacdo de pessoas e do ambiente proximo do solo a ser biorremediado, ou quando a
presenca de altas concentragdes de contaminantes. Abbas (2003) defende que as técnicas “ex
situ” produzem resultados mais rapidos, sdo mais faceis de controlar e apresentam uma maior
versatilidade para o tratamento de grande nimero de contaminantes e tipos de solo, todavia,
requerem a remoc¢édo do solo contaminado antes da biorremediacéo acontecer, 0 que eleva o
custo do tratamento. Com rela¢do a custo, importante varidvel a ser analisada antes da utilizacédo
das citadas técnicas, segue a Tabela 3 com custo aproximado das técnicas bioldgicas de

remediacao.

Tabela 3 - Tecnologias de tratamento de compostos organicos.

Tecnologia Tipo Custo (US$)
Biorremediacdo de solo In situ 30 a 100/m3
Bioventilacao In situ 10 a 70/m3
Atenuacdo Natural In situ “zero”
Landfarming Ex situ 135 a 270/m?3
Biopilha Ex situ 40 a 200/ton
Bio-reator EX situ 130 a 200/m?
Fitorremediacdo de comp. organicos In situ 30 a 50/m3

Fonte: Adaptada de MESQUITA, 2004.
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Portanto, conforme Mariano (2006) as técnicas de biorremediacdo in situ sdo mais
viaveis pela facilidade de sua aplicacdo em relagédo as técnicas ex situ, além de gerar menos
custos com o transporte e armazenamento do material contaminado e menos distarbios
ambientais, provavelmente seja por esse motivo que “a biorremediagdo in-situ € a mais
empregada no mundo” (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010, p. 24). O quadro 2 sintetiza

as vantagens e desvantagens com relacéo as técnicas de biorremediacao in situ e ex situ.

Quadro 2 - Vantagens e desvantagens das técnicas de Biorremediacao In situ e EX situ.

Técnica Vantagens Desvantagens

N&o requer a escavacdo do solo | Processo de tratamento mais

contaminado, reduzindo os custo. | lento.

Biorremediagéo Pode tratar um grande volume de | Pode ser dificil o controle do

In Situ solo de uma sé vez. processo.

Ha liberacdo de menos poeira e | Mais eficiente e solos mais

compostos organicos volateis. permeaveis.

Processo de tratamento mais | Requer a escavagdo do solo

rapido. contaminado o que onera 0s
custos.
De féacil controle. Pode  necessitar de um
Biorremediagéo tratamento prévio do solo
Ex Situ contaminado.

Pode ser empregado para o | Liberacdo de poeira e compostos
tratamento de uma variedade de | orgénicos volateis.
contaminantes e tipos distintos de

solo.

Fonte: EPA, 1996.

Dentre as principais técnicas de biorremediacéo in situ, destacamos a Atenuacao Natural
e a Bioestimulacdo, ambas serdo tratadas a seguir por desfrutar dos mesmos mecanismos
naturais, diferindo apenas com relacdo ao condicionamento do ambiente na Bioestimulacéo,
com o objetivo de acelerar o processo natural, destarte alguns autores denominarem a técnica

de Atenuacdo Natural Acelerada.
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3.3.2 Atenuacdo Natural

Segundo Mulligan e Yong (2004) biorremediacdo passiva ou atenuacdo natural, é
técnica na qual o poluente/contaminante permanece no local impactado e, por meio de
processos naturais, como biodegradacdo, volatilizacdo, diluicdo e sorcdo, ocorre a
descontamina¢do do ambiente e assim “vem ganhado maior aceitacdo em locais contaminados
por derramamentos de derivados de petroleo” (MARIANO, 2006, p. 18).

Para o emprego da técnica deve haver um controle rigoroso, avaliando as condigdes
ambientais e os niveis de contaminagdo, para que se tenha um diagnostico a respeito da
viabilidade da utilizacdo da mesma, dessa forma, Alvarez (2011) complementa que a atenuacéo
natural pode ser definida como o gerenciamento da biodegradacdo do contaminante sem a
necessidade da utilizacdo de recursos da engenharia para acelerar o processo pois a mesma
utiliza-se da capacidade inata de metabolizagdo de poluentes do ambiente por comunidades
microbianas indigenas.

Esse argumento vai de encontro ao custo “zero” citado na Tabela 3, que por sua vez
passa a ideia de um total conforto e comodidade na utilizacdo da técnica, dentre as etapas do
acompanhamento, pode-se citar “analises quimicas dos contaminantes, de aceptores finais de
elétrons e/ou reagente ou produtos indicativos dos processos de biodegradacao” (ALVAREZ,
2011, p. 7), sendo essa etapa geradora de custo durante todo o processo de remediacdo, que
pode ser longa. Segundo Andrade, Augusto e Jardim (2010) normalmente, processos de
atenuacdo natural costumam durar de meses a anos, por isso, 0 tempo e a porcentagem de
degradacdo dos contaminantes podem ser muito lentos e até imprevisiveis, dessa forma na
maioria dos casos, é necessario que esse processo de tratamento seja monitorado rigorosa e
periodicamente.

Muteca (2012) cita ndo s6 o tempo prolongado que eleva o custo com monitoramento
como desvantagem desse tratamento, mas a caracterizacao (avaliacdo das condicBes geoldgicas
e geoquimicas), a probabilidade dos produtos finais serem mais toxicos que 0s contaminantes
originais bem como a migragdo do contaminante no solo antes da degradacdo causando, por
exemplo, eroséo, volatilizacéo e lixiviagao.

A principal vantagem do processo de atenuacdo natural, segundo Andrade, Augusto e
Jardim (2010) é que, mesmo sem o acréscimo de nutrientes no solo ou a adequacao de qualquer
condicdo ambiental, a reducéo do contaminante pode acontecer de maneira eficiente e continua.
Isso ocorre devido, principalmente, ao processo de adaptacdo natural da microbiota nativa

existente no solo impactado.
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Millioli (2009) cita cinco mecanismos diretamente relacionados ao processo de
atenuacdo natural, sdo eles: biodegradacéo; transformacéo quimica (hidrolise e desalogenacéo);
estabilizacdo dos contaminantes, como por exemplo, argila e materiais himicos que dificultam
e impedem a migracdo do contaminante; volatilizacdo e a dispersdo. A biodegradacao pode ser
considerada 0 mecanismo mais importante, pois transforma o contaminante em produtos
inertes, sem risco ao meio ambiente. Conforme Andrade, Augusto e Jardim (2010), somente a
biodegradacdo, facilitada por microrganismos, destréi fisicamente os contaminantes de
interesse, 0s demais processos citados envolvem, basicamente, a transferéncia dos
contaminantes de um local para outro ou a retencdo do contaminante, no caso do processo de
SOrgéo.

Sendo assim, considerando a magnitude do derrame de petrdleo e avaliado as
possibilidades de se haver migracdo dos contaminantes para outros meios, a atenua¢do natural
pode ser utilizada com sucesso. Geralmente, na ocorréncia de grandes derrames, essa técnica
ndo sera a mais adequada, “ja que o tempo necessario para que ocorresse a biodegradagdo do
o0leo seria bem maior, trazendo grandes prejuizos ao ecossistema atingido” (LIMA, 2010, p.
173).

No entanto, as condi¢Ges ambientais devem ser adequadas para que essa seja
empregada. Além disso, é necesséria a presenga de microrganismos nativos
capazes de biodegradar o contaminante presente no solo. Se as condigdes ndo
forem satisfatérias ha necessidade de se promover corre¢des dos fatores
limitantes a biodegradagdo do contaminante. Essa técnica € denominada de
bioestimulagdo e visa estimular o crescimento da popula¢do microbiana nativa
pelo fornecimento de aceptores finais de elétrons, pela adicdo de nutrientes
essenciais, pela correcdo do pH e do teor de umidade. Se essas medidas forem
realizadas de forma apropriada, a biodegradacdo de hidrocarbonetos sera
estimulada sem qualquer impacto adverso ao meio ambiente (BAPTISTA,
2007, p. 22).

3.3.2.1 Bioestimulacao

A bioestimulacdo usufrui dos mesmos processos naturais da atenuagdo natural,
entretanto seu emprego se da quando é necessario acelerar o processo de Atenuacdo Natural ou
quando as condi¢Ges ambientais ndo sdo satisfatdrias, impondo assim fatores limitantes a
biodegradacdo do contaminante pela microbiota nativa. A ideia fundamental da técnica parte
do conhecimento das necessidades da microbiota e das condi¢cdes ambientais étimas para o seu
crescimento e aumento das taxas de biodegradagdo do contaminante, seja petroleo, seus

derivados, outros residuos ou efluentes.
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De acordo com Oliveira (2008) o processo de bioestimulo é uma das estratégias mais
adotadas em tratamentos de recuperacdo de areas impactadas, a técnica consiste na correcéo
das condicBes ambientais, tais como adicdo nutrientes (nitrogénio, fosforo, potassio) que
segundo Oliveira (2011) apresenta dentre outras vantagens baixo custo, ndo gera toxicidade no
meio e estimula o crescimento de popula¢des microbianas degradadoras do 6leo, oxigénio e
umidade para aumentar a atividade da populagdo microbiana existente nas areas contaminadas.

N&o deve ser visado apenas o aumento da atividade microbiana, mas também o
crescimento quantitativo da microbiota, através da reproducdo microbiana, aumentando a
demanda da biodegradagao. “A bioestimulacdo é a aceleracdo da reproducdo microbiana e de
suas atividades metabolicas, pela adicdo de oxigénio, agua e nutrientes a0 meio ambiente
contaminado” (PEDROTI, 2007, p. 50; SANTOS, 2014, p. 28).

Como forma de estimular o crescimento e atividade da microbiota foi citado a adicao
de nutrientes como o nitrogénio, fosforo, potassio, assim como oxigénio e agua, entretanto
Baptista (2007) acrescenta a importancia da correcdo do pH do meio, estimulando a
biodegradacdo de hidrocarbonetos sem qualquer impacto adverso ao meio ambiente.

Um dos objetivos da bioestimulacdo € também disponibilizar os contaminantes para
serem biodegradados, em alguns casos o contaminante esta fortemente adsorvido nas particulas
do solo e a microbiota ndo consegue acessar o0 mesmo, segundo (MUTECA, 2012, p. 28) “a
bioestimulacdo visa aumentar 0s microorganismos autéctones e acelerar a taxa de
biodegradacdo natural pela adequacdo das quantidades de nutrientes e/ou melhorar a
biodisponibilidade de contaminantes em ambientes tanto quentes quanto frios”.

Santos (2014) explica que pelo fato de serem hidrofébicos, os hidrocarbonetos de
petroleo tendem a permanecerem sorvidos na matriz do solo, o que diminui assim a sua
disponibilidade ao ataque dos microorganismos e certamente limita sua biodegradacdo. Para
contornar esse problema a adicdo de surfactante é uma alternativa que apresenta bons
resultados. Sua adic¢do na técnica de biorremediacdo apresenta efeitos positivos em relagdo a
dessor¢cdo de compostos organicos hidrofobicos sorvidos no solo, pois diminuem a tensao
superficial e possui alta capacidade emulsificante, aumentando assim a solubilidade dos
compostos organicos. Os surfactantes podem ser inorganicos ou organicos (biosurfactantes).

Os surfactantes sdo uma ampla classe de moléculas anfipaticas (com dominio
polar e apolar) que sdo capazes de diminuir as tensdes superficial e/ou
interfacial entre gases, liquidos e solidos com uma grande variedade de
aplicac@es, tanto industriais como na limpeza de locais contaminados com
hidrocarbonetos. Contudo, surfactantes sintéticos mostram alta toxicidade,
baixa biodegradabilidade e eficiéncia somente em faixas pequenas de pH e
temperatura. Devido a essas limitagdes, o interesse pelos biossurfactantes
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(surfactantes de origem microbiana), produzido por certas bactérias, leveduras
e fungos, tem aumentado devido a baixa toxicidade, natureza biodegradavel e
eficiéncia em valores de temperatura, pH e salinidade extremos e seu papel na
recuperacdo de ecossistemas pela aceleracdo da biodegradacdo dos
hidrocarbonetos provenientes de vazamentos (MARIANO, 2006, p. 42).

A importancia da temperatura nesse processo esta implicito quando Muteca (2012) cita

“em ambientes tanto quentes quanto frios”. Em locais frios a atividade dos microrganismos ¢
reduzida, diminuindo a taxa de biodegradagdo. Este fator é dificil de controlar quando da
utilizacdo da técnica in situ, sendo assim privilegio das regies de temperaturas mais elevadas,
como a regido semiarida localizada no nordeste brasileiro, caracterizado pelo ocorréncia do
bioma caatinga e fator limitante em regides de clima temperado, se agravando quando mais
proximo estiver dos polos norte e sul.

A EPA (2004) ainda cita a possibilidade de adigéo de hidrogénio como forma de acelerar
a biorremediacdo entretanto informa que o primeiro requisito a ser atendido para que a
bioestimulacdo seja utilizada de forma eficiente e com baixo custo em relacdo as outras
técnicas, é a capacidade dos microrganismos autoctones (indigenas) descontaminar o poluente
alvo. (MARIANO, 2006, p. 22) corrobora a ideia quando cita “para se utilizar o processo de
bioestimulacdo, deve-se demonstrar que existe no local contaminado uma populacao natural de
microrganismos capazes de biodegradar os contaminantes presentes”. Os termos autdctones,
indigenas ou nativos relacionados a microbiota, sdo sindnimos e para serem definidos como tal,
devem ser nativos da regido biogeogréfica.

Dentre as vantagens da bioestimulacdo ja apresentadas, com relacdo a facilidade de
aplicacdo e baixo custo, destacam-se conforme Oliveira (2001) a certeza de que 0s
microrganismos nativos ja estdo adaptados as condicBes climaticas do local, que pode ser
determinante no sucesso do tratamento. De acordo com Millioli (2009) e Muteca (2012)
dependendo das caracteristicas do contaminante e do solo, pode ser utilizada isoladamente ou
em conjunto com a bioaumentacdo, que € uma técnica de biorremediacdo que consiste na
inoculacdo de microrganismos aléctones em ambientes contaminados com comprovada
capacidade de degradacéo dos contaminantes alvo, podendo serem geneticamente modificados
ou ndo. Assim como “também a possibilidade de utilizagdo em compostos xenobidticos”
(SARY, 2012, p. 39).

As moléculas orgénicas de dificil degradacao, denominadas “recalcitrantes”,
podem ser de origem natural, sintetizadas pelo metabolismo biolégico, ou
sintéticas, produzidas por tecnologias industriais modernas e estranhas ao
ambiente natural, por esta razdo denominadas “xenobidticas” (xenos, do grego
= estrangeiro). Estas moléculas xenobidticas, introduzidas no ambiente desde
o inicio do século XX, compreendem varios tipos de compostos, aplicados na
indUstria quimica e de materiais, tal como agrotoxicos, corantes, farmacos,
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polimeros e plasticos, podendo ser toxicas a sistemas bioldgicas e/ou
recalcitrantes, uma vez que ndo fazem parte do conjunto de moléculas
produzidas pelo metabolismo evolutivo que propicia a vida na terra. Muitos
dos xenobidticos e/ou seus produtos de degradagdo resultam em efeitos
nocivos e/ou mutagénicos aos organismo vivos, podendo levar a eliminagdo
seletiva de individuos e acarretar modificacBes na estrutura ecoldgica e
funcional da comunidade bioldgica (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO,
2005, p. 36).

Assim ressalta-se a importancia de uma analise detalhada pois a bioestimulagdo “deve

ter sua aplicacdo muito bem estudada e controlada, para evitar a extingdo da microfauna
autdctone e consequentemente um desequilibrio ambiental” (SARY, 2012, p. 39) e “outra
preocupacao importante com o uso de fertilizantes em areas contaminadas é com producdo de
metabolicos toxicos como subprodutos” (LIMA, 2010, p. 57). Dessa forma (FERREIRA, 2010,
p. 66) alerta que “ha que se monitorar as concentragdes de nutrientes durante o tratamento para
que essas nao fiquem abaixo dos niveis necessarios para a atividade celular ou, ao contrario,
atinjam niveis toxicos que ultrapassem as concentragdes permitidas pela legislagao™.

As linhas de pesquisa na area da biorremediacdo utilizando a estratégia de
bioestimulacdo, atualmente esta voltada para o teste dos produtos que ja vem sendo utilizados,
como por exemplo o NPK e seu comportamento nos variados tipos de solo, tipos de
contaminantes e doses Otimas, testes de novos produtos tanto organicos como inorganicos,
exemplo, os surfactantes sintéticos e biosurfactantes, e o conhecimento qualitativo e
quantitativo das espécies dos microrganismos envolvidos na degradacdo dos contaminantes.

Morais (2005) avaliou o potencial de sistemas de biopilhas na degradacéo de borra de
6leo, com adicéo de fertilizantes e bioaumentacgdo. Preliminarmente testou a biodegradabilidade
da borra de 6leo através do método respirométrico de Bartha, com solo argiloso misturado com
borra oleosa na proporcdo de 5 % com base em massa, incubados por 133 dias a 28 °C. Neste

foi observado que a adigdo do residuo no solo proporcionou aumento na produgéo de CO,,

sendo que a producdo no sistema contendo apenas solo correspondeu durante 133 dias, a
aproximadamente 10% dos valores encontrados nos demais sistemas que receberam o residuo.

Seabra (2005) testou bioestimulacdo com biopilhas em sua pesquisa que consistiu em
estudar o efeito dos pardmetros que influenciam a biodegradagdo de petréleo em solos com
altos teores de argila e silte. Utilizou a respirometria no primeiro estagio da pesquisa para
estimar consumo de oxigénio em funcéo da concentracdo inicial de 0leo, da temperatura, da
correcdo de pH, do tipo e quantidade de material estruturante (serragem e 0 composto maduro
de lixo urbano), entre outras condi¢fes. Avaliou como viavel o uso da biopilha para tratamento
de solos argilosos e ainda observou que a concentragdo de 6leo cru teve influéncia na taxa de

consumo de oxigénio, as amostras com 3 % de Gleo apresentaram consumo maior de oxigénio
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em praticamente todos os testes em relacdo as amostras com 5 e 10 % de 6leo. O consumo de
oxigénio nas amostras com 3 % de 6leo foi praticamente o dobro das amostras com 10 %. Ainda
foi observado que o aporte de nutrientes fosforo e potassio incrementaram a taxa de consumo
de oxigénio e a elevacdo da temperatura de 22 para 30 °C dobrou o consumo de oxigénio das
amostras com 3 % de dleo.

Mariano (2006) testou a bioestimulagcdo com a adi¢do de nutrientes e de surfactante e
bioaumento em solos e guas subterraneas contaminadas com hidrocarbonetos. Ainda testou a
utilizacdo de vinhaca como fonte de nutriente. O método respirométrico foi utilizado nos
experimentos para monitoramento da biodegradagdo em solos. Foi observado que a combinacgéo
de bioestimulacdo com adicdo de nutrientes, surfactante e bioaumento dobrou a eficiéncia de
biodegradacdo com remocédo de hidrocarbonetos da ordem de 45,5 % e que a deficiéncia de
nutrientes foi o fator limitante principal do processo. A aplicacdo da técnica de bioaumento
isolada ndo apresentou ganhos e a fertilizagdo com vinhacga ndo foi adequada para aumentar a
eficiéncia da biodegradacéo do dleo diesel.

Baptista (2007) em sua pesquisa avaliando a biodegradacdo de 6leo diesel em solo
argiloso e arenoso, sob condicGes aerobia e anaerdbia, empregando biosurfactante em um
planejamento fatorial cujas variaveis independentes avaliadas foram o teor de fertilizante NPK
4:14:8, teor de biosurfactante e tempo, e percentual de remocdo de hidrocarbonetos como
variavel resposta. O solo foi contaminado com 5 % v/m de 6leo diesel e adicionado inoculo de
bactérias. Foi observado que as maiores eficiéncias de remocao de Hidrocarbonetos Totais de
Petroleo foram obtidas nos experimentos realizados com solo argiloso tanto em condicdes
aerObias quanto anaerdbias. Em condicdes aerdbias, o uso do fertilizante e/ou biosurfactante
em solo argiloso promoveu aumento na eficiéncia de remocdo de TPH acima de 50 %. Nas
amostras que nao foram corrigidas ndo foi detectada remocao de TPH nos primeiros 30 dias,
no entanto o percentual atingiu 4 % em 50 dias. A maior remocao registrada de TPH (79,6 %)
foi nas amostras com solo argiloso com emprego de maior concentracdo de fertilizante e
biosurfactante.

Chagas-Spinelli (2007) realizou pesquisa com objetivo de avaliar a eficiéncia de
remocdo de hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA) de um solo argiloso contaminado
experimentalmente com oOleo diesel, comparando o uso de diferentes técnicas de
biorremediacdo, entre elas, Landfarming, bioestimulacdo com adicdo de nutrientes e
bioestimulacdo associado a bioaumentagdo. As amostras tiveram umidade corrigida a 50 % da
capacidade de campo e foi utilizado N e P como fonte de nutrientes. Os tratamentos com

bioestimulacéo e bioestimulacdo associado a bioaumentacdo foram mais eficientes na remocao
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de HPAs do que apenas o Landfarming no inicio do experimento, entretanto o Landfarming foi
mais eficiente que a bioestimulacdo com relacdo a remocdo de 6leo e graxas chegando ao
percentual de 65 %, sendo a bioestimulacéo associada a bioaumentacdo mais eficiente nesse
parametro com 72 %. SO bioaumentagdo nao se mostrou eficiente.

Dias (2007) em sua pesquisa avaliou a capacidade de consorcio microbiano em degradar
hidrocarbonetos presentes no 6leo bruto utilizando solo com e sem historico de contaminagéo
avaliando a necessidade de suplementacdo com fontes de nutrientes. Os testes para
quantificacdo da producao de gas carbonico foram realizados através da respirometria e tiveram
duracdo de 53 dias e de degradacdo do 6leo bruto através de cromotografia gasosa 91 dias. O
autor observou que a melhor condicdo para maximizacao da biodegradacdo obtida através da
producdo de gas carbonico foi na a fonte de nitrogénio (0,10 g/100 g de solo), ferro (0,0015
0/100 g de solo), fosforo (0,45 g/100g de solo) e inoculo (0,6 ml/100 g de solo). Nas amostras
com solo com historico de contaminagdo a bioestimulacdo apresentou o melhor resultado.

Meneghetti (2007) realizou pesquisa com objetivo de avaliar a descontaminagéo de um
solo residual contaminado com Gleo diesel e biodiesel, através das técnicas de atenuacgdo
natural, bioaumentacao e bioventing. Os ensaios foram realizado com solo do tipo Latossolo
com 70 % de argila. Foi feito acompanhado da evolugdo de CO2 por um periodo de 45 dias pelo
método da respirometria. Durante este periodo foi observado que a atividade microbiana,
avaliadas pela liberacdo de CO-, apresentou diferencas significativas no periodo de 45 dias,
apresentando melhores resultados para a Bioaumentacdo em relacdo a Atenuacdo Natural,
porem esta Ultima apresentou resultados satisfatorios, requerendo mais tempo para
descontaminacao do solo. O tratamento controle atingiu o pico de liberagdo do CO2 no 15° dia,
mantendo-se praticamente constante até o 31° dia, decrescendo atingindo a estabilidade aos 45
dias de incubacéo. Os tratamentos representados pela atenuacdo natural com diesel e biodiesel
atingiram o pico de producdo de CO2 no 25 ° dia, comegando a decrescer no 31° tal qual o
tratamento controle.

Pedroti (2007) utilizou a respirometria em sua pesquisa com objetivo de isolar e
caracterizar microrganismo com capacidade de biodegradacdo de hidrocarbonetos de petroleo
em ambiente terrestre. O autor utilizou variedades de cepas e hidrocarbonetos, e testou em solo
arenoso e argiloso para avaliar o processo em solos diferentes. As cepas apresentaram potencial
de biodegradacdo dos hidrocarbonetos derivados de petroleo, foi observado que os solos
arenosos apresentam maior capacidade de biodegradagdo dos hidrocarbonetos em relagéo aos

tratamentos em solos argilosos, provavelmente devido a maior quantidade de oxigénio.
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Oliveira (2008) trabalhou com bioestimulacdo utilizando solo franco-arenoso do
municipio de Carmdpolis em Sergipe, com objetivo de determinar estratégias de
biorremediacédo para solo contaminado com petréleo. O experimento foi dividido em quatro
fases sendo a primeira 0 monitoramento do processo de atenuagdo natural de um solo
contaminado com 5 % m/m de petr6leo e a segunda etapa foram avaliadas a contribui¢do das
fontes de nitrogénio e suas respectivas concentracfes nos testes de biodegradacgéo de 6leo, além
de avaliar niveis mais favoraveis da Capacidade de Retencdo de Agua (CRA) para o
crescimento microbiano, através da producdo de gas carbdnico medido por cromatografia
gasosa. O autor utilizou ureia e torta de mamona na relagdes C:N 100/10 e 100/20
respectivamente como fonte de nutriente, que apresentaram producao superior de gas carbénico
em comparagdo com a atenuagdo natural, e as amostras corrigidas com mamona por sua vez
apresentaram producdo quatro vezes maior em relacdo a ureia, sendo assim, nesse caso a fonte
mais eficiente. Entretanto quando se comparou as porcentagens de remocao de petroleo atraves
da andlise de hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP), a condicdo empregando ureia (62,34 %)
mostrou-se mais eficiente em comparacdo com a mamona (54,40 %). Por fim o autor ainda
testou toxicidade do solo contaminado utilizando minhocas e concluiu que os solos com 1 e 5
% m/m de petréleo ndo foram considerados toxicos para os testes de letalidade e perda de
biomassa, sendo as fontes de nitrogénio mais agressivas a qualidade do solo que o proprio
contaminante.

Ferreira (2010) trabalhou com biorremediacdo de solo argiloso contaminado com
gasolina, o experimento dividiu-se em duas partes, sendo a primeira com finalidade de avaliar
as condicdes nutricionais e de umidade na biorremediacgéo e a segunda parte avaliar o processo
em diferentes profundidades no solo. A fonte de nutrientes utilizada foi o fertilizante comercial
da marca Ultraverde com relacdo NPK de 4:14:8 e o ajuste nutricional do solo foi baseada no
teor de fosforo presente no solo, podendo ser de 25 ou 50 ppm. Foi realizado também calagem
para elevar o pH a valores préximos da neutralidade. A degradacao do contaminante foi irriséria
nas amostras de solo sem ajuste de nutrientes e chegou a cerca de 50 % nas amostras com ajuste
do solo para 50 ppm de fosforo. Foi observado também que teores de umidade em torno de 40
% colaboram para maior eficiéncia do processo.

Lima (2010) realizou estudo com objetivo de avaliar a degradacgéo de hidrocarbonetos
saturados atraves da técnica de bioestimulo em sedimento de manguezal impactado por
atividades petroliferas, testando duas fontes de nutrientes, 0 NPK e OSMOCOTE na proporgéo
100:10:1, com diferenca que o NPK libera seus nutrientes mais rapidamente. O experimento

foi conduzido em aquarios com sedimentos contaminados por petréleo ao longo de 90 dias. Foi
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observado que as unidades de simulacdo com NPK apresentaram uma reducdo mais expressiva
dos hidrocarbonetos saturados, ao final do experimento, se mostrando mais eficiente quando
comparada as unidades referéncia e ao OSMOCOTE.

Alvarez (2011) em sua pesquisa testou o efeito da introducdo de microrganismos em
dois diferentes tipos de solo em comparagdo com a bioestimulacdo e atenuagdo natural
monitorada e avaliou também o efeito desses tratamentos sobre a diversidade microbiana dos
solos. Nesse trabalho também foi avaliado o efeito da salinidade no processo de biorremediacéo
simulando as descargas de agua de producéo de petroleo no solo. O experimento foi conduzido
com amostras contaminadas ao nivel de 5 % de 6leo bruto, durante o periodo de 120 dias, onde
foi observado que a atenuagdo natural monitorada foi mais eficiente nas amostras contendo
NaCL que os tratamentos com bioaumentacdo e bioestimulacdo e com relacdo a remocéo de
petréleo a atenuacdo natural obteve resultados pouco inferior aos demais tratamentos tanto na
presencga quanto na auséncia de NaCL, dessa forma, o autor concluiu que esse seria o tratamento
mais indicado, levando em consideracdo também o baixo custo e interferéncia na comunidade
microbiana nativa.

Oliveira (2011) trabalhou com bioestimulagéo e bioaumentacdo comparando o efeito da
adicdo de fontes de nitrogénio e fosforo sollveis em agua e fontes oleolificas (resina ureia-
formaldeido e lecitina de soja) sobre a degradacdo de petroleo, em areia de praia, utilizando
amostras com microrganismos nativos como também adicionados em consorcio. Foi testado
também o efeitos das trocas didrias de agua, para isso realizou-se contagem de bactérias e
analises de concentracdo de nitrogénio e fosforo na dgua, e o 6leo remanescente foi quantificado
por espectrofotometria. Nao foi observado diferencgas consideraveis nas contagens microbianas
entre os tratamentos com nutrientes e fontes oleofilicas e que a degradacao do 6leo foi maior
nos tratamento com nutrientes solGveis em agua (nitrogénio e fosforo).

Muteca (2012) trabalhou com bioestimulacdo em escala de bancada com solo
contaminado com ¢éleo proveniente de Angola, dentre outras metodologias o autor utilizou a
umidificacdo, fertilizacdo, aeracdo e bioaumentacdo. Para avaliar o desempenho da
biorremediagdo foi realizado monitoramento de pH, umidade, nitrogénio, fosforo,
hidrocarbonetos totais e policiclicos aromaticos. Os solos foram fertilizados com produto
comercial denominado de Vitaplan na relacdo NPK de 10:10:10 e enriquecidos com
microrganismos. O experimento foi conduzido durante 90 dias em reator, na temperatura entre
19 e 21 °C com solo in natura misturado com solo contaminado nas propor¢oes respectivas 9,

17 e 27 % m/m, obtendo remocdo de 62 % de HTP e crescimento bacteriano até os 45 dias.
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Também foi observado que para essas propor¢des de mistura de solo contaminado com solo
ndo contaminado ndo se alcangou concentracGes de hidrocarbonetos toxicas as células.

Costa (2015) em trabalho similar a esta pesquisa avaliou a capacidade de
biorremediacéo de solo arenoso contaminado com compostos oleosos utilizando a técnica da
bioestimulacdo. O experimento foi montado em escala de bancada em esquema fatorial 5 x 5
com duas variaveis independentes (fertilizante e nivel de contaminacdo por petrdleo) e a
variavel dependente foi a quantidade de C-CO; produzido, medido a partir da metodologia da
respirometria utilizando respirdmetros de Bartha adaptados, onde a maior producdo esta
associada ao arranjo com maior capacidade de estimulacdo da microbiota nativa para
degradacédo do contaminante. A fonte de fertilizante utilizada foi ureia, monofosfato de amonio
e cloreto de potassio na proporcdo NPK 10:30:20. O experimento durou 105 dias e a
temperatura variou durante esse periodo de 31,9 a 34,3 °C. A analise estatistica foi realizada
através da metodologia da superficie de resposta e os melhores resultados obtidos para producéo
de C-CO; foi de 3.539,40 mg kg* para o nivel de contaminac&o a 9,20 % de petréleo com base
em massa e a dose de fertilizante equivalente a 2.435 kg ha-* de NPK. Foi observado que a
regido racional esta limitada a aplicacéo de dose equivalente de 1.067,5 kg ha-! de NPK a um

nivel de contaminacdo de 6,68 % de petrdleo.

34 BIODEGRADACAO

A biodegradacdo dos contaminantes € um processo natural de reciclagem dos compostos
organicos, compondo assim seus ciclos biogeoquimicos, e ocorrerd espontaneamente quando
as condigdes forem favoraveis. O contaminante seré atacado pelos microrganismos, geralmente
bactérias e/ou fungos, que por sua vez irdo desencadear o0 processo de decomposicdo. A
biodegradacdo final é também denominada de mineralizacdo, quando as biodegradacao passa
por suas diversas etapas até a conversdo dos compostos organicos em biomassa, dioxido de
carbono, agua e sais minerais.

A biodegradacédo se da através do aproveitamento dos contaminantes pelos
microrganismos como fonte de carbono que os permitem produzir novas
células e, também, suprir-se de elétrons que possibilitem a obtencdo de
energia. A energia é obtida mediante a catalise de rea¢fes quimicas que, dentre
outras formas, podem ser por oxidacdo ou reducdo. O que ocorre € a quebra
das ligacdes quimicas e a transferéncia de elétrons do contaminante. Para
microrganismos degradarem completamente o petroleo, centenas de
diferentes compostos tem que ser metabolizados.

A biodegradacéo pode ser dividida em trés categorias: (a) mineralizacao, onde
0S compostos quimicos organicos sdo transformados a compostos quimicos
inorganicos como didxido de carbono, 4gua e amonia; (b) biotransformacéo,
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onde os compostos organicos quimicos sdo transformados em estruturas
menores e (¢) cometabolismo, onde outro composto e metabolizado
primeiramente ou simultaneamente a um composto especifico (PEDROTI,
2007, p. 33).

Moraes e Tornisielo (2009), explicam que a biodegradacdo de residuos oleosos exige

uma via metabodlica complexa que nem sempre é encontrado em uma Unica espécie de
microrganismos, e que geralmente os produtos metabdlicos de uma espécie pode ser degradado
por um outra, e assim sucessivamente, levando a completa degradacéo do substrato, apesar da
falta de um tipo especifico de microrganismo na comunidade capaz de degradar sozinho. Santos
(2014) utiliza 0 mesmo argumento e acrescenta que é dificil o processo de biodegradacao ser
realizado apenas por uma espécie de microrganismo.

Segundo Santos (2014) a capacidade adquirida por muitas espécies de microrganismos
em usar compostos de petréleo como substrato de crescimento, degradando-os ou tornando-os
menos toxicos ao meio ambiente, pode ser explicada pela presenca macica de hidrocarbonetos
em toda a biosfera. A exposic¢ao prolongada aliado a auséncia de outras fontes de carbono mais
acessiveis proporcionou a adaptacao desses seres a fim de utilizarem os hidrocarbonetos como
fonte de carbono e energia. Esse mecanismo de adaptacdo também explica o fato de se ter
microrganismos com taxas de biodegradacdo mais elevadas que outros.

De acordo com Mariano (2006) hidrocarbonetos com baixo a médio peso molecular e
alcoois sdo exemplos de compostos facilmente biodegradaveis, enquanto outros sdo
recalcitrantes (ndo biodegradaveis), como exemplo os hidrocarbonetos halogenados. “Diversas
substancias ndo sdo susceptiveis a biodegradacdo, como os metais pesados, radionuclideos e
alguns compostos organoclorados” (SEABRA, 2005, p. 27). Os compostos quimicos fabricados
pelo homem em especial, sdo dificeis de serem biodegradados, retornando a questdo da
evolucdo e adaptacdo, a natureza ainda nao descobriu meios para faze-la.

De acordo com Rosato (1997) a microbiota presente no solo, dguas subterraneas e
superficiais sdo capazes de degradar compostos organicos utilizando-os como fonte de energia,
sendo lista em ambiente marinho 25 géneros de bactérias, um de algas e 27 de fungos, os mais
comuns sdo: Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter, Micrococcus, Nocardia, Vibrio,
Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Candida, Rhodotorula,
Saccharomyces, Rhodosporidium e Sporobolomyces. No solo, foram registrados 22 géneros de
bactérias e 31 de fungos, os fungos como Penicillium e Cunninghamella sp apresentam maior
capacidade de degradacdo do que a Flavobacterium, Brevibacterium e Arthrobacter sp
(ROSATO, 1997). Tortora, Funke e Case (2012) citam que dentre as bactérias mais utilizadas

atualmente como biorremediadores, estdo as espécies do género Pseudomonas e Bacillus.
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Conforme Weber e Santos (2013), no ambiente, os hidrocarbonetos sdo biodegradados
principalmente, por bactérias e fungos, sendo que as bactérias sdo mais amplamente utilizadas
nos processos de biorremediacdo, Cunha (1996) acrescenta as leveduras e 0s actinomicetes,
visto sua habilidade em metabolizar uma ampla diversidade de substancias organicas. Ainda de
acordo com o mesmo, a contribuicdo dos diferentes microrganismos na degradacdo de
compostos varia de acordo com o poluente, com os fatores ambientais e as propriedades fisico-
quimicas do local contaminado.

Esses microrganismos estdo presente nos solos, todos desenvolvendo suas atividades
(decomposicdo da matéria organica, ciclagem de nutrientes e etc.) de forma a manter o
equilibrio desse ecossistema. Geralmente estdo em grande nimero, tanto em termos qualitativos

como quantitativos, esta pode ser observada na Tabela 4.

Tabela 4 - Distribui¢do de microrganismos em varias profundidades do solo.

) Microrganismos por grama de solo
Profundidade

Bactérias Bactérias  Actinomicetos  Fungos Algas*
(em) aerGbicas  anaerobicas
3-8 7,8 x 108 2,0 x 108 2,1 x 10° 12x10° 25x10*
20-25 1,8 x 10° 38x10° 2,5x 10° 5,0 x 10* 5x 10°
35-40 4,72 x 10° 9,8 x 10* 4,9 x 10* 1,4 x 10* 5 x 10?
65-75 1,0 x 102 1,x10° 5x 10° 6 x 103 1 x 102
135-145 1,0 x 10! 4 x 10? - 3 x 10? -

* Inclui as cianobactérias
Fonte: MOREIRA e SIQUEIRA, 2006.

MENEGHETTI (2007) explica que o nimero de bactérias presentes no solo é variavel,
uma vez que diversos fatores exercem profunda influéncia no seu crescimento. Em geral as
maiores concentragdes encontram-se nos horizontes de superficie, por serem ai mais favoraveis
as condicdes de temperatura, aeracdo, umidade e nutricao.

“Bactérias [...] sdo organismos relativamente simples ¢ de uma Unica célula [...]
geralmente se reproduzem por divisdo em duas células iguais; [...] usam compostos organicos
encontrados na natureza derivados de organismos vivos ou mortos” (TORTORA; FUNKE;

CASE, 2012, p. 4). Martins (2004) cita que as bacterias apresentam crescimento acelerado,
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grande versatilidade metabolica, plasticidade genética e capacidade de se adaptarem
rapidamente a variagfes do meio.

Essas caracteristicas as tornam adaptaveis a diferentes tipos de condi¢bes ambientais.
Essencialmente elas necessitam apenas de energia, fonte de carbono e nutrientes como
nitrogénio, potassio, enxofre, fosforo, calcio e magnésio, e assim conseguem crescer e
sobreviver as mais distintas adversidades. Segundo Brady (1994) as bactérias estdo presente em
elevado nimero no solo, variando de bilhdes a trilhdes por quilograma e sdo encontradas sob a
forma de mantas, moitas e filamentos, denominadas de coldnias. Tem a capacidade de produzir
esporos e vegetar o que lhes permitem sobreviver a condi¢Bes desfavoraveis.

Os fungos sdo extremamente importantes no processo de biodegradagédo, podendo agir
em consorcio com as bactérias, pois segundo Santos e Weber (2013) o metabolismo dos fungos
geralmente resulta numa degradacdo incompleta que necessita da associacdo de bactérias para
alcancar a completa oxidacdo do petréleo. Pedroti (2007) cita que os fungos geralmente crescem
mais devagar e as suas dimens@es superiores levam a uma relacdo baixa entre a superficie e o
volume de retencdo de substrato. No entanto, os fungos séo capazes de degradar uma grande
variedade de contaminantes e alguns de elevada complexidade, excretando enzimas que
quebram as ligacGes entre os polimeros e resistem a condigdes bastante adversas.

Mollea, Bosco e Ruggeri (2005), ressalta as caracteristicas dos fungos filamentosos,
como a bioatividade e o crescimento morfoldgico, fazendo destes melhores degradadores
potenciais que as bactérias, aliado a capacidade de crescer sob condi¢cdes ambientais de estresse,
em meio com pH baixo, pobres em nutrientes e pouca agua. Mariano (2006) também chama
atencdo para a habilidade dos fungos filamentosos em degradar ou transformar hidrocarbonetos
de estrutura complexa e de cadeia longa.

Entretanto apenas a existéncia destes seres vivos, adaptados a hidrocarbonetos de
petréleo e em quantidade suficientes ndo garantem eficiéncia no processo de biodegradacéo,
pois conforme Mariano (2006), Baptista (2007), Ferreira (2010) e Rocha (2015) existem
algumas limitagBes naturais como a falta de oxigénio, pH e temperatura desfavoraveis, falta de
nutrientes minerais e baixa umidade. “A manipulacdo e a otimizagdo destes fatores ¢

fundamental para a obten¢@o de bons resultados na biorremediagao” (BAPTISTA, 2007, p. 23).

3.4.1 Fatores limitantes a biodegradacéo

Os fatores citados como limitantes para a biodegradacdo sdo também citados por

Tortora, Funke e Case (2012) como sendo necessarios para o crescimento microbiano e podem
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ser divididos em duas categorias principais, fisicos (temperatura, pH e agua) e os quimicos

(oxigénio e nutrientes).

3.4.1.1 Umidade

“Os microrganismo obtém a maioria dos seus nutrientes da dgua presente no seu meio
ambiente. Portanto, eles requerem agua para seu crescimento, sendo que sua composicao é de
80 a 90 % de agua” (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010, p. 159). Assim a disponibilidade de
agua no solo é imprescindivel para a atividade e crescimento microbiano, e biodegradacdo dos
contaminantes. De acordo com Silva (2004) e Millioli (2009) a umidade é um dos fatores
ambientais que mais afeta a vida microbiana no solo, ja que 0s microrganismo requerem uma
guantidade razoavel de 4gua para o seu crescimento.

De acordo com Chagas-Spinelli (2007) a &gua, ou umidade do solo, é o veiculo de
transporte dos nutrientes e do oxigénio para fora e dentro das células dos microrganismo e pode
estar presente em trés formas: livre (se movendo no solo e transportando o oxigénio), capilar
(presente nos poros da matriz do solo quando néo esté saturado e hidroscépica (interagindo com
a superficie da matriz do solo, geralmente indisponivel a microbiota).

Solos argilosos tem uma maior capacidade de reter umidade com relagcdo a solos
arenosos, assim como solos com maior teor de matéria organica, garantindo maior atividade
dos microrganismos presentes. Millioli (2009) cita que geralmente em solos contaminados com
oOleo cru a taxa de biodegradacdo aumenta com o ajuste da umidade entre 30 e 90 % do valor
da capacidade de retencédo do liquido, enquanto que o valor 6timo dependendo das propriedade
do solo e do contaminante. Conforme Silva (2004) os solos devem ser Umidos, mas néo
molhados e a faixa ideal para a umidade do solo deve estar entre 40 e 85 % da capacidade de
retencdo de dgua (capacidade de campo) do solo ou de aproximadamente 12 a 30 % em peso.

Com relagdo ao descontrole da umidade, o solo encharcado tem efeitos negativos, pois
segundo Silva (2004) e Aspray (2008) a umidade excessiva pode reduzir a disponibilidade de
oxigénio afetando os processos metabdlicos dos microrganismo aerdbios, que sdo o0s principais

responsaveis pela degradagdo dos poluentes organicos nos horizonte superficiais do solo.

3.4.1.2 Temperatura

A temperatura é um fator diretamente relacionado ao processo de biodegradacéo, pois,

conforme Pedroti (2007) cada tipo de bactéria apresenta uma temperatura 6tima de crescimento,
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em torno desta temperatura observa-se um intervalo dentro do qual o desenvolvimento também
ocorre, sem, no entanto, atingir o seu méaximo. Ultrapassado o limite superior, rapidamente
ocorre desnaturacdo do material celular e, consequentemente, a morte da célula. As
temperaturas inferiores a 6tima levam a uma desaceleracdo das reacdes metabdlicas, com
diminuicdo da velocidade de multiplicacdo celular, que em caso extremo, fica impedida.

Os microrganismo sdo classificados em trés grupos principais com base em
sua faixa preferida de temperatura: em psicrofilos (crescem em baixas
temperaturas), mesofilos (crescem em temperaturas moderadas) e termofilos
(crescem em altas temperaturas). A maioria das bacterias cresce em uma faixa
limitada de temperatura, sendo que ha somente 30 °C de diferenca entre a
temperatura maxima e a minima de crescimento. Elas crescem pouco nas
temperaturas extremas considerando sua faixa ideal (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012, p. 157).

A Figura 2 mostra a velocidade de crescimento dos diferentes tipos de microrganismos

em reposta a temperatura, Tortora, Funke e Case (2012) ressaltam que a temperatura 6tima de
crescimento normalmente estéd deslocada para perto da variagdo maxima de temperatura, acima
desta, a velocidade de crescimento decresce rapidamente, provavelmente pela ocorréncia da

inativacdo dos sistemas enzimaticos das células.

Figura 2 - Velocidades de crescimento caracteristicas de diferentes tipos de microrganismos

em resposta a temperatura.
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Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2012.

A faixa de temperatura ideal citados pelos autores como ideais para a biodegradacéo,
estdo praticamente todos em um mesmo patamar, de 20 a 35 °C para Leahy e Colwell (1990),
30 a 40 °C para Millioli (2009) e 25 a 30 °C para Andrade, Augusto e Jardim (2010). Margesin
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e Schinner (2001) e Silva (2004) citam que a atividade microbiana no solo diminui
significativamente a temperaturas abaixo de 10 °C e, essencialmente cessam, abaixo de 5 °C.

Silva (2004) relata que a atividade microbiana da maioria das bactérias importantes para
a biodegradacédo dos hidrocarbonetos do petroleo também diminui a temperaturas maiores do
que 45 °C. Como a temperatura do solo varia com a temperatura do ambiente, havera certos
periodos do ano em que o0 crescimento microbiano e, portanto, a degradacéo dos constituintes
diminuira. Bisognin (2012) apud USEPA (1994) cita que os microrganismos dobram sua
atividade metabdlica e enzimatica a cada aumento de 10 °C na temperatura, até atingir valores
inibitdrios, comumente em torno de 40 a 50 °C.

Dessa forma pode-se observar que os mesofilos sdo os principais microrganismos
atuantes no processo de biodegradacédo de contaminantes no solo, entretanto a temperatura ndo
afeta somente o metabolismo destes, interfere também no contaminante, agindo sobre a sua
solubilidade. A baixas temperaturas o petréleo tende a se solidificar e a altas aumenta a
viscosidade, afetando a taxa de biodegradacéo.

A temperatura varia de regido para regido e tem sua sazonalidade definida pelas estacdes
do ano, mas Andrade, Augusto e Jardim (2010) ressaltam que as temperaturas citadas como
ideais, sdo encontradas na maior parte dos solos brasileiros, sendo uma excelente caracteristica
para utilizacao das técnicas de biorremediagdo. O mesmo ainda relata que a temperatura do solo
varia diariamente nas proximidades da superficie em solos com baixa densidade de cobertura
vegetal e abaixo dos 50 cm, essa variacao € pouco significativa.

Essa caracteristica dos solos brasileiros conferem maior potencial de uso da
biorremediag&o, pois controlar temperatura em tratamentos in situ é extremamente complicado,
principalmente se a contaminagdo se estender por longas areas, contudo Costa (2009) cita
algumas técnicas que podem ser utilizadas para modificar a temperatura do solo, em climas
guentes, pode cobrir a area com terra, esterco, serapilheira, plastico, ou ainda por meio do

crescimento de plantas, e em climas frios irrigar ou injetar &gua aquecida na zona vadosa.

3.4.1.3pH

Segundo Jacques et al. (2007) o pH é um fator quimico que afeta diretamente a atividade
microbiana, devido aos efeitos dos ions H* na permeabilidade celular e na atividade enzimatica,
e, indiretamente, pela influéncia na disponibilidade de macro e micronutrientes e na
solubilidade do aluminio e demais metais pesados, que podem ser tOxicos aos microrganismos.

Além de estar relacionado ao metabolismo dos microrganismos, Trindade (2002) acrescenta
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que a alteracdo do pH pode influenciar a solubilidade dos contaminantes em 4gua como também
a intensidade da sorgéo destes no solo.

Esta condicdo pode ser inerente ao tipo de solo, em uma escala que pode variar “desde
de 2,5 a 11,0 em solos acidos e em desertos alcalinos” (PEREIRA JUNIOR; GOMES;
SORIANO, 2009, p. 59), respectivamente, mas este desequilibrio pode também ser ocasionado
apos o derrame do contaminante. A grande maioria dos autores, como exemplo, Pereira Junior,
Gomes e Soriano (2009), Millioli (2009) e Nascimento (2013) citam que a faixa de pH mais
favoravel para a maioria dos microrganismo envolvidos no processo de biorremediacao, esta
situada 6,0 e 8,0, com o valor 6timo em torno de 7,0, onde a taxa de biodegradac&o tende a ser
maior e em ambientes de extrema acidez ou alcalinidade, a atividade microbiana decai, podendo
inibir o processo.

Muteca (2012) detalha a ocorréncia do fenbmeno, ser devido ao pH citoplasmatico dos
microrganismo ser 7,0 e assim faz-se necessario manutencao do pH do meio igual a esse ou em
uma faixa préxima, sob pena de ocorrer altera¢cdes no metabolismo e reduzir drasticamente sua
atividade. Nessa faixa, € comum tanto a acdo de bactérias quanto fungos, porem os fungos sdo
mais resistentes em faixas de pH mais &cidas.

Salienta-se, porém, que nos solos &cidos o desenvolvimento dos
microorganismos € bastante reduzido, principalmente das bactérias fixadoras
do nitrogénio atmosférico, além de tornar o fosforo de dificil aproveitamento
pelos vegetais. Nesta situagdo, embora a biodegradacéo de hidrocarbonetos de
petréleo seja, na maioria das vezes, realizada por bactérias, pesquisas mostram
que a utilizacdo de fungos € uma opcéo considerada bastante vidvel. Esses
microorganismos tém sido mais eficientes que as bactérias para agirem em
condigdes ambientais adversas, como em valores extremos de pH (menor que
5 e maior que 10) (ANDRADE; AUGUSTO E JARDIM, 2010, p. 27).
A correcdo de pH em solos pode ser realizado por calagem quando o objetivo é elevar

0 pH ou aplicacdo de acidos quando é necessario reduzir, praticas comumente utilizadas na
agricultura. Segundo Ferreira e Morita (2012), realizar bioestimulacdo sem a corre¢do dessa

caracteristica pode tornar a biorremediacdo economicamente inviavel.

3.4.1.4 Oxigénio

Os compostos orgénicos sdo metabolizados por fermentagdo, respiracdo ou co-
metabolismo conforme CETESB (2004). Portanto, o processo de biorremediacdo pode ser
aerobico ou anaerobico, requerendo oxigénio ou hidrogénio, respectivamente. Na maioria dos
locais, a subsuperficie é carente dessas espécies (oxigénio ou hidrogénio), o que impede 0s

microrganismos de se reproduzirem e degradarem completamente o contaminante alvo.
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De acordo com Mesquita (2004) quando o meio € solo, o oxigénio estd presente nos
vazios dos poros. O solo pode vir a ficar deficiente de oxigénio, ou andxico, devido as
dificuldades de difuséo do O, quando os poros séo preenchidos por agua, ou se 0 mesmo sofrer
algum tipo de compactacao, sendo necessario em geral um minimo de 10% de ar na matriz do
solo, para manter a atividade aerobia.

“Geralmente, sob condicBGes aerdbicas, a biorremediacdo ocorre mais facilmente.
Regides proximas a superficie do solo tétm demonstrado maior taxa de biodegradacédo, enquanto
que em regibes mais profundas verifica-se que estas taxas diminuem” (PEREIRA JUNIOR;
GOMES; SORIANO, 2009, p. 58). Essa vantagem dos microrganismos aerébicos em relacéo
aos anaerobicos na biodegradacdo dos contaminantes, pode ser explicado por Tortora, Funke e
Case (2012) ao citar que os microrganismos que utilizam o oxigénio molecular (aerébicos)
produzem mais energia a partir dos nutrientes que os microrganismos que ndo utilizam o
oxigénio (anaerdbicos). Mesquita (2004) cita que o oxigénio é o aceptor de elétrons preferido,
qguando presente, mas quando o oxigénio livre se torna limitante, 0s microrganismos passam a
usar o oxigénio proveniente do nitrato (NOs’) e depois continuam a usar outras formas de
oxigénio que estejam presentes na regido (SO472).

Segundo Andrade, Augusto e Jardim (2010) explicam que a “biorremediagdo aerdbica”,
requer um meio oxidante. O oxigénio atua como receptor de elétrons e os contaminantes sdo
utilizados pelos microrganismos como fontes de carbono (doador de elétrons), necessarias para
manter as suas fungdes metabolicas, incluindo o crescimento e a reproducao.

O controle dos niveis de oxigénio pode ser conseguida, conforme Mesquita (2004)
evitando a saturacdo com agua ou podem ser usadas técnicas de injecdo de ar ou peroxido de
hidrogénio (H202). O uso de peroxido é limitado, porque em concentraces acima de 100 ppm
ele se torna toxico aos microrganismos. Outro problema é que o perdxido tende a se decompor
rapidamente na presenca de alguns componentes do solo. O crescimento das raizes das plantas

também favorece a aeracgdo do solo.

3.4.1.5 Nutrientes

Além da agua, um dos fatores mais importantes para o crescimento microbiano séo 0s
nutrientes, em especial o carbono, “necessario para todos os compostos organicos que
constituem uma célula viva. Metade do peso seco de uma célula bacteriana tipica é composta
de carbono” (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012, p. 160).
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De acordo com (THOMAS, 2001, p. 5) “a alta porcentagem de carbono e hidrogénio
existente no petr6leo mostra que 0s seus principais constituintes sdo os hidrocarbonetos. Os
outros constituintes aparecem sob forma de composto organicos que contem outros elementos,
sendo os mais comuns nitrogénio, o enxofre e 0 oxigénio”. Assim “o petréleo pode ser utilizado
por diversos microrganismos como fonte de carbono e energia. Uma grande quantidade de
substratos e metabdlitos presentes em solos impactados por hidrocarbonetos fornece condi¢Ges
para o desenvolvimento de uma complexa comunidade microbiana” (TONINI; REZENDE;
GRATIVOL, 2011, p. 79), facilitando a degradacdo desses compostos no meio ambiente,
conforme Lima (2010).

Conforme Pedrozo (2002) ha pelo menos onze macro e micronutrientes essenciais que
devem estar presentes no solo em quantidades, formas e relagdes adequadas para manter o
crescimento microbiano. S&@o eles: nitrogénio, fosforo, potassio, sdédio, enxofre, célcio,
magnésio, ferro, manganés, zinco e cobre. Assim quando had o aumento do suprimento do
carbono h& também a necessidade de incremento destas fontes de nutrientes. Dependendo da
fertilidade do solo, estes ja estdo em quantidades adequadas para suprir essa demanda,
entretanto “quando o meio ndo fornece macro e micronutrientes necessarios para o metabolismo
celular dos microrganismos degradadores, ¢ necessaria a adi¢do controlada destes ao sistema”
(GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005, p. 39).

Pedrozo (2002) e Millioli (2009) afirmam que depois da fonte de carbono, o nitrogénio
(N) e o fasforo (P) s@o os elementos essenciais ao crescimento celular, por isso, na maioria das
vezes, a velocidade de degradacéo de alguns hidrocarbonetos é influenciada positivamente pela
incorporacdo de N e P em solos que ndo os contém em quantidades adequadas para a atividade
microbiana. “O nitrogénio constitui cerca de 14% do peso seco da célula bacteriana, e o enxofre
e o fosforo juntos constituem cerca de 4%” (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012, p. 160). De
acordo com Mariano (2006) e Lima (2010), os macronutrientes servem para sintetizar
componentes celulares, como o nitrogénio para aminoacidos e enzimas, o fosforo para o ATP
e 0 DNA e os micronutrientes para atividades enzimaticas, o enxofre para algumas proteinas e
coenzimas, o calcio para estabilizar a parede celular e magnésio para estabilizar os ribossomos.
Lima (2010) ainda cita que o ferro é outro fator limitante a taxa de biodegradacdo, essencial aos
microrganismo por ser requerido em diversas fungdes celulares.

Pedrozo (2002) relata que o ajuste na quantidade de nutrientes ou no balango C/N/P
pode ser facilmente efetuado pela adicéo de fertilizantes, porem Jacques et al. (2007) relata que
a grande maioria dos pesquisadores recomenda que a adi¢do de nutrientes deve ser realizada

somente apos criteriosa avaliacdo, de forma a evitarem-se adi¢des desnecessarias, que resultam
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em aumentos dos custos e em prejuizos ao processo de biorremediacdo. Além de custos e
prejuizos Bisognin (2012) apud USEPA (1994) cita que 0 excesso de nutrientes pode reprimir
0 metabolismo microbiano, devendo se estabelecer uma faixa 6tima afim de evitar esse

problema.

3.5 RESPIROMETRIA

A aplicacdo da biorremediacdo em campo precisa de acompanhamento e
monitoramento, pois é necessario avaliar se 0 emprego da técnica esta sendo efetiva e qual o
grau de eficiéncia, assim os técnicos terdo informacdes uteis ao planejamento das areas em
processo de recuperacdo. Para o acompanhamento da biodegradacao de poluentes organicos,
como por exemplo o petrdleo, tem-se a respirometria, técnica que se baseia no quantitativo
consumido de oxigénio e produzido de CO., que fornece uma resposta indireta a respeito da
atividade microbioldgica no meio avaliado. De acordo com Costa (2009) a respirometria € uma
técnica de acompanhamento do processo de biodegradacéo que se baseia no conceito de que,
em um sistema aerdbio, quanto maior a quantidade de CO> produzido e de oxigénio consumido,
maior a facilidade, dos microrganismo, em degradar a matéria organica presente no residuo e
assim, maior o potencial de utilizacdo do processo de biorremediacéo para recuperagdo de areas
contaminadas pelo residuo analisado.

O ensaio de respirometria é utilizado para avaliar a atividade microbiol6gica
de um solo, através da medida do CO; gerado no processo de degradacédo da
matéria organica. Baseia-se no principio de que ha uma correlacdo direta entre
a geracdo de CO- e a degradacdo da matéria organica num solo, pela adicdo
dos microrganismos presentes. Quando, num determinado solo, é adicionada
uma certa quantidade de matéria organica, ha um crescimento da massa
bioldgica e, consequentemente, aumenta a geragdo de CO», como resultado da
atividade desses microrganismos. A medida que a quantidade de matéria
organica vai diminuindo, o nimero de microrganismos também diminui, e a
geracdo de CO, sofre um decréscimo (NUVOLARI, 1996, p. 24).

A respirometria busca assim quantificar a respiracdo dos microrganismos no meio

analisado, assim quanto maior for a atividade microbioldgica maior serd a o0s niveis de
respiracdo dos microrganismos. Mariani (2005) define a respiragdo como sendo um processo
de obtencgdo de energia, através do qual os compostos organicos naturais e sintéticos servem
como doadores de elétrons. Dessa forma, define-se a respiragdo microbiana como consumo de
oxigénio e/ou liberacdo de dioxido de carbono por bactérias, fungos, algas e protozoarios,
incluindo as trocas gasosas, resultantes do metabolismo aerdbio e anaerobio. E ainda acrescenta
que os testes respirométricos podem ser realizados em meio liquido ou em meio solido (solo,

composto).



56

Segundo Ferreira (2002) os ensaios para obtencdo dos dados na respirometria sao
realizados sob condicdes controladas em aparatos denominados respirdmetros. O respirdmetro
consiste, basicamente, de um reator (cAmara de respiracdo) e de um equipamento capaz de
medir a variacdo de oxigénio no sistema. No reator, sdao colocados em contato substrato,
biomassa e oxigénio dissolvido, entre outros componentes para controle das rea¢6es no sistema.

Existem vérias metodologias de quantificacdo da variacdo do oxigénio e dioxido de
carbono produzido dentro do respirdbmetro, como a respirometria manomeétrica que se que se
baseia na medida da mudanca da pressdo parcial dos gases em frascos fechados com material
sofrendo biodegradacéo. Enquanto o oxigénio é consumido, o diéxido de carbono produzido é
precipitado em uma solucéo alcalina, o que faz com que a pressao parcial no frasco diminua. E
a respirometria eletrolitica que monitora o decréscimo da pressdo parcial em frascos fechados
e hidrolisa eletricamente a agua a hidrogénio e oxigénio para suprir os frascos com oxigénio,
possibilitando a medida da quantidade de oxigénio produzida, ambas citadas por Costa (2009).

Mariani (2005) destaca os respirdmetros de Bartha e Pramer, que tem sido largamente
utilizados para avaliacdo de degradacdo de poluentes por microrganismo no solo. A medicao
da liberacdo de CO; € realizada por meio da captura do CO2 por substancias alcalinas
(normalmente hidroxido de potassio — KOH ou hidroxido de sédio — NaOH) e posterior
precipitagdo na forma de carbonato de Bario — BaCOz3 pela adicdo de solugdo saturada de
Cloreto de Bario — BaCl,. A soda excedente €, entdo, titulada com Acido Cloridrico — HCI,
permitindo o calculo da producédo de gas carbonico.

Pedroti (2007) ressalta que o método respirométrico de Bartha é um método adaptado
de uma norma holandesa, simples e economicamente vidvel para determinar a atividade
microbioldgica pela geracdo de gas carbdnico e, indiretamente, a biodegradacdo de
contaminantes organicos no solo. Muito utilizado para avaliacdo de condi¢cdes de manejo de
sistemas de tratamento de residuos no solo, foi normatizada pela Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT), através da NBR 14.283. Nuvolari (1996) cita que o mesmo ainda é
capaz de estimar o tempo para a estabilizacdo de um residuo organico, quando este é lancado
no solo, as taxas de aplicacdo mais convenientes, e ainda detectar uma possivel toxicidade dos
elementos presentes no residuo, quando estes afetam os microrganismos do solo.

Uma desvantagem do método apontada por Costa (2009) é a impossibilidade de prever
qual o contaminante estd sendo metabolizado em um determinado momento quando da
avaliacdo de uma mistura de contaminantes ou mesmo de contaminantes com composi¢ao
complexa como o petroleo, pois nesse tipo de determinacéo é dosado apenas o gas carbdnico

como produto final do processo de mineralizagdo, mas existem condigdes bioldgicas em que o
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contaminante é biodegradado porém ndo se chega ao estagio final de mineraliza¢do, assim
outros métodos sdo apontados como mais eficientes no acompanhamento dos processos de
biorremediacdo, como por exemplo a determinacdo de hidrocarbonetos totais presentes nas
amostras.

Vaérios autores utilizaram a respirometria como metodologia para acompanhamento do
processo de biorremediagéo, dentre eles Seabra (2005), Morais (2005), Mariano (2006), Dias
(2007), Meneghetti (2007), Pedroti (2007), Oliveira (2008), Costa (2009), Millioli (2009) e
Costa (2015).

36 METODOLOGIA DA SUPERFICIE DE RESPOSTA

Segundo Myers e Montgomery (2009) a Metodologia de Superficie de Resposta
(RSM) ¢é uma colegdo de técnicas estatistica e matematica Uteis para o desenvolvimento,
melhoria e otimizacao de processos, com importante aplicacdo na concepcao, desenvolvimento
e formulacdo de novos produtos, como também na melhoria de modelos de produtos existentes.
Largamente utilizado no mundo industrial, em especial nas situacdes em que varias variaveis
de entrada influenciam potencialmente alguma medida de desempenho ou caracteristica de
qualidade do produto ou do processo, chamada de resposta.

A metodologia da superficie de resposta e 0 metodo fatorial vem sendo utilizado em
varios trabalhos relacionados a biorremediacdo, segundo Sharma et al. (2009) a Metodologia
da Superficie de Resposta (MSR) é amplamente utilizada com eficiencia em andlises estatistica,
para comparar e otimizar interacdo entre diferentes fatores ou tecnologias de tratamento em

processos de biorremediagé&o.
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4 MATERIAL E METODOS

41  COLETA DA AMOSTRA DE SOLO

O solo utilizado no experimento foi um Vertissolo, coletado na margem esquerda da
Rodovia Federal Brasileira (BR-304) sentido Mossord-Natal, nas proximidades do Rio Angicos
(Figura 3), localizado no municipio de Mossord/RN, interior do estado do Rio Grande do Norte,
regido Nordeste do Brasil, na coordenada geografica 5°16°21,59” Sul e 37°17°50,15” Oeste
(Figura 4).

Segundo Rio Grande do Norte (2012) o referido municipio pertence a mesorregido do
Oeste Potiguar e a microrregifo de Mossord, possui area de 2.099,3 km?, e conforme Mossoro
(2015) se limita ao norte com o estado do Ceara e 0 municipio de Grossos, ao sul com 0s
municipios de Governador Dix Sept Rosado e Upanema, ao leste com Areia Branca e Serra do

Mel e a oeste com o municipio de Baralna.

Figura 3 - Local de coleta do solo.

Fonte: Autor, 2016.
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Figura 4 - Localizagdo do ponto de coleta do solo em relagcdo ao municipio de Mossoro, estado

do Rio Grande do Norte.
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Fonte: Autor, 2016.

O solo foi coletado (Figura 5) no més de janeiro de 2016. Realizou-se limpeza da
superficie para retirada de folhas, vegetacdo rasteira ou pedras e retirou-se uma amostra simples
e deformada com aproximadamente 15 kg, na camada entre 0 e 15 cm com auxilio de uma pa.
A amostra foi acondicionada em sacos plasticos, devidamente lacrado e identificados,
transportado a temperatura ambiente para o Laboratério de Hidrogeoguimica Ambiental da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).
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Figura 5 - Coleta do solo.

Fonte: Autor, 2016.

4.2  CARACTERIZACAO FISICA E QUIMICA DO SOLO

O solo coletado foi disposto sobre uma bancada previamente limpa, forrada com papel,
em uma sala isolada e a temperatura ambiente para secar ao ar, como mostra a Figura 6,
posteriormente o solo foi destorroado e peneirado em peneira com malha de 2 mm de abertura,

para remog&o de restos vegetais e partes indesejaveis de maior granulometria, obtendo-se Terra
Fina Seca ao Ar (TFSA).

Figura 6 - Solo secando ao ar.

Fonte: Autor, 2016.
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Em seguida foi retirada uma amostra de aproximadamente 1,0 kg para caracterizagéo
fisica e quimica do solo obedecendo a metodologia recomendado pelo Manual de Métodos de
Anadlise de Solo da EMBRAPA (2011). A caracterizacdo fisica (Tabela 5) limitou-se a uma
analise granulométrica para determinacéo das fracGes de argila, silte, areia e densidade. Para a
caracterizagdo quimica (Tabela 6) analisou-se o pH, CE (condutividade elétrica), matéria
organica, Fosforo (P), Carbono (C), Célcio (Ca?*), Magnésio (Mg?"), Sédio (Na*), Potéssio
(K*), Aluminio + Hidrogénio (Al + H), Aluminio (AI**) e micronutrientes Cobre (Cu), Ferro
(Fe), Manganés (Mn) e Zinco (Zn).

Tabela 5 - Caracteristicas fisicas do solo utilizado no experimento.

FragOes granulométricas Densidade

(kg kg™) (kg dm?)
Areiagrossa  Areiafina  Areia total Silte Argila Real
0,17 0,12 0,29 0,35 0,35 2,50

Fonte: Autor, 2016.

A partir das fracbes granulométricas (Tabela 5), o solo se enquadra na classificacdo

textural como sendo solo Franco Argiloso utilizando o triangulo de FERET.

Tabela 6 - Caracteristicas quimicas do solo utilizado no experimento.

Caracteristica Resultado Unidade
pH 7,00 Adimensional
CE 0,46 ds m
Matéria organica 12,31 g kg
P 4,6 mg dm-
K* 252,0 mg dm-
Na* 67,9 mg dm-
Ca?* 38,30 cmole dm
Mg?* 7,30 cmolc dm®
Al 0,00 cmolc dm
(H+AI) 0,00 cmolc dm
SB 46,54 cmole dm™

t 46,54 cmole dm™
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CTC 46,54 cmolc dm
V 100 %

m 0 %
PST 1 %

Cu 0,18 mg dm-
Fe 3,7 mg dm-
Mn 27,7 mg dm-
Zn 1,65 mg dm-

Fonte: Autor, 2016

43  EXPERIMENTO DE BIOESTIMULACAO DO SOLO CONTAMINADO

Para montagem do experimento, foram pesadas 5 amostras de 2,0 kg de solo, separados
em sacos plasticos (Figura 7) em seguida contaminados com petréleo e revolvido manualmente
dentro de um saco plastico até completa homogeneizacgéo, nas propor¢fes com base em massa
de 0, 1, 3, 5 e 10 % (Figura 8). Apds homogeneizacao retirou-se 5 aliquotas de 100 g de cada
amostra, as quais receberam dosagem respectiva de fertilizante NPK nas proporcoes
equivalentes a 0, 250, 500, 1.250 e 2.500 kg ha* diluidas em solucdes de 10 ml. As doses
escolhidas para o fertilizante foram baseadas na dose recomenda por Quideau et al. (2012), que
seria de 250 kg ha™* de NPK na proporcgéo de 10:30:20 (NPK).

O petréleo utilizado para contaminacdo das amostras é proveniente do Campo de Canto
do Amaro, conforme Brasil (2009) situado nos municipios de Mossoré e Areia Branca,
localizado a 260 km de Natal e 20 km da cidade de Mossord, no Estado do Rio Grande do
Norte. O 6leo encontrado no principal reservatorio, que € da Formacdo Acu, apresenta °API

variando entre 28 e 44°.
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Figura 7. Amostras de solo pesadas com 2,0 kg cada em sacos plasticos para contaminacéao
com petrdleo nas respectivas porcentagens de 0, 1, 3, 5 e 10 %.

Fonte: Autor, 2016.

Figura 8. Contaminacdo das amostras de solo com petroleo em saco plastico para
homogeneizagéo.

—~—

‘ _$
g AR

Fonte: Autor, 2016.

Ap6s contaminadas com petrdleo e adicionada as respectivas doses de fertilizante, as
porcdes de 100 g foram uma a uma acondicionadas em recipientes de vidro e sobre eles colocou-
se um copo de polietileno contendo 20 ml de NaOH 0,5 M para capturar o CO2 produzido pelo
processo de biorremediacdo. Imediatamente apds colocar o NaOH os recipientes foram lacrados

com filme de Policloreto de Vinila (PVC) e hermeticamente fechados com tampa (Figura 9).
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Figura 9. Frascos de vidro lacrados com filme PVC, hermeticamente fechados com tampa
(respirdbmetros de Bartha adaptados).

Fonte: Autor, 2016.

O fertilizante utilizado nas amostras foi preparado em laboratério a partir de solugdo
concentrada, tendo a Ureia, Monofosfato de Aménio (MAP) e Cloreto de Potéassio como fonte
de Nitrogénio, Fosforo e Potassio nas porcentagens 10:30:20 de N-P205-K20,
respectivamente.

O experimento foi conduzido em bancada, sob temperatura ambiente, registrado com
termohigrometro, a qual variou entre 26 e 37 °C, entre 0s meses de marco a maio de 2016,
conforme mostra o Grafico 1.

Gréfico 1. Temperaturas registradas durante a execucao do experimento.
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O delineamento adotado foi blocos casualizados, em esquema fatorial 5 x 5, sendo 5

doses de petroleo e 5 doses de NPK com 3 repeticdes, totalizando 75 parcelas experimentais
(Tabela 7).



65

Tabela 7 — Esquema fatorial do experimento, 25 tratamentos em diferentes combinacdes de

doses de petréleo e NPK.

Doses de Petroleo
Doses de NPK

0% 1% 3% 5 % 10 %

0 (0 kg.had 0/0 0/1 0/3 0/5 0/10

1 (250 kg.ha'%) 1/0 1/1 1/3 1/5 1/10
2 (500 kg.ha'%) 210 2/1 213 215 2/10
5(1.250 kg.hal)  5/0 5/1 5/3 5/5 5/10
10 (2.500 kg.ha)  10/0 10/1 10/3 10/5 10/10

Fonte: Autor.
4.3.1 Producdo de C-CO2

As avaliagOes foram realizadas semanalmente, abrindo-se os recipientes isoladamente,
para retirada da solucdo de NaOH 0,5 M, em seguida era adicionado 1 ml de BaCl, 1 M para
ser titulado com HCI 0,5 M padronizado, utilizando fenolftaleina como indicador (Figura 10).
Apos retirada da solucdo de NaOH, adicionava-se volume de agua destilada para correcdo da
umidade e o solo era revolvido mecanicamente com bastdo de vidro limpo para aerar as
amostras, e uma nova solucdo de 20 ml de NaOH era disposta dentro do recipiente para em

seguida ser novamente lacrado com filme de PVC e fechado com tampa até a proxima analise.

Figura 10. Titulacdo da solugdo de NaOH contendo o CO> produzido nos respirdmetros,
titulados com HCI, utilizando fenolftaleina como indicador.
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Fonte: Autor, 2016.
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A produgdo de CO2 é uma medicdo indireta da degradacdo do hidrocarboneto pela
microbiota existente no solo em estudo, técnica conhecida como respirometria, expressa em mg

kg™ de solo seco e quantificada através da formula de Stotzky (1965):
CCO,(mgkg=tsolo) = (B—T).eq.M.10 (1)

onde, B é o volume (em ml) da solucdo de HCI gasto para titular a prova em branco (frasco
respirométrico sem solo); T é o volume (em ml) da solucdo de HCI 1 M gasto para titular os
tratamentos; eq € o equivalente-grama do C, que é 6; M é a molaridade da solucéo padronizada

de HCI 1 M e 10 é o fator de conversdo para quilograma de solo.

4.4  ANALISE ESTATISTICA

A partir dos dados do experimento confeccionou-se uma superficie de resposta para
obtencdo de modelo matematico que descreva a méxima producao de C-CO> (variavel resposta
ou variavel dependente) em funcdo da dose de petrdleo e de NPK (varidveis independentes).

Conhecendo-se 0 comportamento quadratico das variaveis independentes em relacéo

a variavel resposta utilizou-se um modelo de segunda ordem, descrito abaixo:

onde, 0 Y corresponde a quantidade de CO produzido, o X é a dose de petroleo e 0 Z a dose
de fertilizante NPK, resultando em:

CO, = Bo + B1.P + ,.P? + B3.NPK + 3,. NPK? + Bs.P.NPK ..(3)

A tabulacdo dos dados e geracgdo da superficie de resposta foi realizado com auxilio de

planilha eletrénica e do software Statistica 9.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Observou-se que a faixa de temperatura registrada é compativel com a faixa considerada
ideal na literatura conforme Leahy e Colwell (1990) e Millioli (2009) ndo chegando aos 40 °C,
valor tido como inicio da faixa inibitoria. Relacionando o Grafico 1 de temperaturas com 0s
gréaficos de producdo de CO2 nas amostras nao € possivel verificar interferéncia direta com os
resultados obtidos, apesar da temperatura influenciar na atividade microbiana, este pode ser
explicado pelo fato das temperaturas registradas estarem dentro de uma faixa favoravel e estavel
durante a fase de experimento, sem grandes variagdes entre as leituras.

O solo dentro do frasco pode ter alcangado temperaturas superiores as registradas, em
virtude do efeito estufa no seu interior e uma maior absor¢do da radiacdo em virtude da
coloracdo escura do solo em comparagéao a solos com coloracdo clara. Como foi observado a
temperatura ndo foi um fator limitante e essa condi¢do pode ter tido também efeito benéfico a
atividade microbiana garantindo uma temperatura favoravel ao longo das noites, horarios onde
foram registradas temperaturas mais amenas.

N&o foi necessario fazer correcdo de pH do solo, pois a analise apontou valor 7,0,
estando dentro da faixa 6tima conforme Pereira Junior, Gomes e Soriano (2009), Millioli (2009)
e Nascimento (2013) que citam que o valor 6timo € 7,0, entretanto estando entre 6,0 e 8,0
encontra-se em faixa favoravel para a maioria dos microrganismo envolvidos no processo de
biorremediacéo.

Observou-se dificuldade de promover o revolvimento do solo durante o experimento,
pois 0 mesmo aderia com facilidade ao bastdo de vidro utilizado, formando grandes torrdes,
dificultando a aeracéo, caracteristica associado ao tipo de solo, com alto teor de argila, como
pode ser visto nas Tabelas 5 e 6.

Analisando os resultados foi observado no Gréafico 2 que a producdo de CO2 nos
tratamento com 0 % de 6leo e niveis crescente de NPK 10:30:20, comportamento similar entre
os tratamentos no 7° dia, variando 167,44 mg kg™ no tratamento TO1 a 178,88 mg kg™ no T010.
Entre os 14° e 36° dia a producdo de CO2 diminuiu em relacdo ao 7° dia, variando na faixa de
80,08 a 119,60 mg kg*. No 42° e 49° dias a producdo de CO, diminuiu novamente ficando entre
67,60 a 89,44 mg kg™. Nos dias posteriores houve uma tendéncia de aumento e estabilizacéo
da producéo de COx.

Apesar dos tratamentos TO5 e T010 receberem maior carga de fertilizante apresentaram
uma menor producéo de CO2 em relacdo aos demais tratamentos, com excegédo do 7° e 36° dia,

0 que indica um possivel efeito inibidor do excesso de fertilizante em virtude do aumento da
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quantidade de sais no solo, que ocasiona aumento do potencial osmotico dificultando o acesso
a microbiota a agua disponivel demandando maior energia das bactérias para metabolizar a
matéria organica. Mariano (2006) cita que o nitrogénio quando adicionado na forma de sais de
amonia pode ser toxico aos microrganismos devido a possibilidade de geracdo de aménia,
podendo ser letal em altas concentragdes.

Millioli (2009) avaliou 7 diferentes relagfes nutricionais monitorando por remocao de
oOleos e graxas, e os resultados demonstraram que a adi¢do do nitrogénio ao solo foi fundamental
para que houvesse maior biodegradacao, entretanto adi¢cbes de maiores concentragdes tiveram
efeito contrario, reiterando a toxicidade devido a amonia, assim como aumento do pH. Silva
(2004) observou fendmeno semelhante quando observou que a biodegradacdo do 6leo diesel
aumenta com a diminui¢do da concentracao de Nitrogénio.

Jacques et al. (2010) verificaram que com aumento da dose de nitrogénio, houve
tendéncia de reducdo da mineralizagdo do antraceno no solo, pois as maiores producoes de C-
CO; foram quantificadas nos tratamentos contendo entre 0 e 50 kg ha de nitrogénio e quando
houve adi¢do de 100 ou 200 kg ha? a producéo reduziu em 11 e 26 % respectivamente.
Seklemova et al. (2001) e Yerushalmi et al. (2003) respectivamente ndo obtiveram efeito na
descontaminacdo de solos poluidos com 6leo diesel e ndo aumentaram a remocdo de

hidrocarbonetos de petréleo do solo com a adigéo de fertilizantes inorganicos.

Gréfico 2. Producéo absoluta de CO2 em relagéo aos dias do experimento com 0 % de 6leo

e doses crescentes de NPK.
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O Gréfico 3 é similar ao anterior mostrando as medi¢des ao longo do experimento com

1 % de 0leo nos tratamentos e niveis crescentes de NPK. Observou-se uma maior producédo de
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CO: em relacdo aos tratamentos com 0 % de petrdleo, essa diferenca se d& em virtude do
acréscimo de matéria organica proveniente do contaminante, comportamento que se repete nos
tratamentos com 3, 5 e 10 % de 6leo em valores médios, pois em valores absolutos alguns
tratamentos apresentam reducdo. Observou-se maior produgdo de CO2 nos tratamentos no 7°
dia variando de 186,16 a 222,56 mg kg e uma tendéncia decrescente nos dias subsequentes,
finalizando no 91° dia na faixa de 82,16 a 96,72 mg kg™. Com excec¢do do 7° dia a produgio
dos tratamentos T15 e T110 apresentaram menor producdo de CO2 em relacdo aos demais,
comportamento similar aos tratamentos T05 e T010.

Morais (2005) observou comportamento semelhante, com maior producdo nos
primeiros 14 dias de incubagdo nos respirdmetros adicionados de inoculo mais fertilizante,
atribuindo o fendmeno a contribuicdo da adicdo do fertilizante ao aumento da atividade

microbiana nesse periodo, entretanto apds duas semanas de experimento a emisséo de CO, no

sistema que recebeu o fertilizante ndo era maior do que as emissdes de outros sistemas. Seabra
(2005) medindo consumo de oxigénio ao invés de producdo de gas carbonico, verificou
comportamento semelhante quando da adi¢do de fosforo e potassio em solo contaminado com

3 e 10 % de oleo, havendo incremento no consumo de oxigénio.

Gréfico 3. Producdo absoluta de CO2 em relacgdo aos dias do experimento com 1 % de 6leo e
doses crescentes de NPK.
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Observou-se no Gréafico 4 referente aos tratamentos que usaram 3 % de 6leo, maior
producdo na primeira medicdo, no 7° dia, entre 347,88 e 440,96 mg kg* de CO, tendéncia
decrescente até 63° e 70° dia, onde houve um pequeno aumento na producdo e em seguida
estabilizaco na faixa de 105,04 a 137,70 mg kg™ de CO- entre os 77° e 91° dia. O aumento de
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CO2 ocorrido entre 0 63° e 70° pode estar relacionado com a adaptacéo da microbiota. Diferente
dos tratamentos com 0 e 1 % de 6leo, ndo observou-se tendéncia de menor produgdo para 0s
tratamentos com maiores niveis de NPK (T35 e T310). Estes apresentaram producdo similar
com excecdo entre 0 7° e 21° dia onde foram pouco superior aos demais e entre 0s 42° e 91° dia
onde apenas o tratamento T310 foi inferior estabilizando sua producéo entre 105,04 e 123,76
mg kgt.

Gréfico 4. Producéo absoluta de CO, em relacéo aos dias do experimento com 3 % de 0leo e
doses crescentes de NPK.
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Observou-se gue a tendéncia de reducdo da producdo de CO2 nos tratamentos com
maiores niveis de NPK reverteu-se nos tratamentos com maior quantidade de 6leo, mostrados
no Gréafico 5 e 6, com 5 e 10 % de Oleo respectivamente. Os graficos mostraram que 0s
tratamentos T55 e T510 foram superiores nos 7° e 14° dia e os tratamentos T105 e T1010
superiores aos demais até o 56° dia, estabilizando nos dias subsequentes. Essa alteracdo no
padrdo de producdo de CO2 mostrou que nos tratamentos com niveis mais acentuados de
contaminagdo com Gleo obteve-se também uma maior tolerancia ao aumento na aplicacéo de
fertilizante NPK para bioestimulagcdo dos microrganismos.

A producdo de CO2 no tratamento com 5 % de 0leo se iniciou na faixa de 426,40 a
561,60 mg kg™ exceto para o tratamento T50 que produziu apenas 229,84 mg kg de CO2, com
tendéncia decrescente nos dias subsequentes e leve aumento entre 0 56° e 63° dia, em seguida
reduzindo e estabilizando entre 113,22 e 155,04 mg kg de CO; entre o 77° e 91° dia, como
mostrado no Gréafico 5. Essa tendéncia de aumento na producéo entre 0s 56° e 70° dia ocorrida
nos tratamentos com 0, 3 e 5 % de 6leo e posterior decréscimo pode ser explicada pela

adaptacdo dos microrganismos a adicdo de agua, nutrientes e temperatura em condicGes
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favoraveis ao aumento da atividade e crescimento quantitativo dos microrganismos do solo, por

consequéncia maior respiragéo e producgéo de COx.

Gréfico 5. Producdo absoluta de CO2 em relacao aos dias do experimento com 5 % de 6leo e
doses crescentes de NPK.
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Observou-se nos Graficos 5 e 6 uma discrepancia entre as produces de CO2 nas
primeiras medicdes, principalmente nos tratamentos com doses equivalente a 0 e 2.500 kg.ha™
de NPK. No 7° dia o tratamento T510 produziu 561,60 mg kg* de CO, enquanto que o
tratamento T50 apenas 229,84 mg kg?, diferenca 2,44 vezes maior. O tratamento T1010
apresentou producdo de 2,46 e 1,99 vezes maior que o tratamento T100, nos 7° e 14° dia
respectivamente. Em ambos os casos a producdo de CO> entre 0s tratamentos sao similares apds
0 21° dia para solo contaminado com 5 % de 6leo e 28° dia para solo contaminado com 10 %
de 6leo, evidenciando a importancia da aplicacdo do fertilizante NPK para acelerar o processo
de biorremediacdo de solos contaminados com d&leo, principalmente em se tratando de
contaminagfes com niveis superiores a 5 % de 6leo com base em massa.

Atlas (1995) em experimento com biorremediacdo de contaminacdo de aguas marinhas
com 6leo, verificou que a taxa de biodegradacdo aumentou de 3 a 5 vezes apos a aplicacdo de
fertilizantes. Margesin e Schinner (2001) comparando atenuacgdo natural com a técnica da
bioestimulagéo por fertilizante em solo contaminado por 6leo, observaram redugdo de cerca de
70% no solo bioestimulado em relacdo ao tratamento com atenuacdo natural com reducdo de
50% e relacionaram o fato ao aumento significativo do niamero de microrganismos, respiracao
do solo e as atividades das enzimas catalase e lipase. Morais (2005) em estudos preliminares

utilizando a producdo do CO, como indicador do processo de biodegradabilidade no sistema
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solo/residuo oleoso nos respirdmetros de Bartha, verificou que a adi¢do do residuo no solo
proporcionou aumento na produgdo de CO», sendo que a producdo desse gas no sistema
contendo apenas solo correspondeu durante 133 dias, a aproximadamente 10% dos valores
encontrados nos demais sistemas que receberam o residuo.

Outros autores também observaram a aceleracdo da biorremediacdo de solos poluidos
por petroleo com adicdo de fertilizantes, como Gallego et al. (2001) e Gogoi et al. (2003). Dias
(2007) explica que o petroleo, constituido principalmente de hidrocarbonetos, pode servir como
a principal fonte de energia para o desenvolvimento de microrganismos facilitando a
degradacdo, mas quando ha o aumento do suprimento do carbono surge também a necessidade
da suplementacgdo de outras fontes de nutrientes, como o nitrogénio e o fosforo, dessa forma
Mariano (2006) também chama atencdo para a importancia do balanceamento nutricional no
processo de biorremediacéo.

A produgdo de CO2 no tratamento com 10 % de 6leo apresentado no Gréfico 6 mostra
que as maiores producBes ocorreram nos tratamentos com maiores niveis de NPK (T102, T105
e T1010) entre os 7° e 14° dia, variando de 409,76 a 588,64 mg kg, enquanto que os
tratamentos com equivalente a 0 e 250 kg ha* de NPK produziram apenas 231,92 a 395,20 mg
kg de CO2 no mesmo periodo, evidenciando a importancia do fertilizante na bioestimulagio
como fonte de nutrientes para os microrganismos. A producéo estabilizou entre os 77° e 91° dia
na faixa de producéo de CO, de 153,00 a 172,38 mg kg. Observou-se que a producéo absoluta
acumulada no 91° dia nos tratamentos com 10 % de 6leo foram superiores a producao dos
demais tratamentos em virtude da maior quantidade de matéria organica no solo, sendo o 6leo

fonte de carbono para 0s microrganismos.
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Gréfico 6. Producédo absoluta de CO. em relacgdo aos dias do experimento com 10 % de 6leo
e doses crescentes de NPK.
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A tendéncia de redugdo na producdo de CO, em todos os tratamentos ap6s o 70° dia
evidenciado nos Graficos 2, 3, 4, 5 e 6 € similar ao descrito por Bisognin (2012), que observou
gueda na biodegradacdo depois do 80° dia de experimento, explicando que o fendmeno pode
estar associado a baixa capacidade que os microrganismos possuem de atuarem diretamente
sobre poluentes adsorvidos no solo, caso dos hidrocarbonetos de elevado peso molecular ou
mesmo a formacdo de subprodutos complexos originados pela acdo de grupos especificos de
microrganismos sobre os hidrocarbonetos. O referido autor ainda reitera que que inicialmente
0s microrganismos podem ou n&o buscar os hidrocarbonetos como fonte de alimento, contudo,
os hidrocarbonetos sdo, supostamente, degradados de forma mais rapida do que no processo de
degradacdo natural, devido a elevacdo da populacdo de microrganismos causada pelo aumento
nas concentracdes de nutrientes e estabelecimento de condicbes favoraveis a sua proliferacéo.

A maior producdo de géas carbbnico nos primeiros dias do experimento € também
observada nos Gréficos 7, 8, 9, 10 e 11. Esse fendbmeno também ocorreu na pesquisa de Tauk
(1990) e Mariano (2006) e foi justificada pela rapida decomposicao inicial da matéria labil, ou
seja, da matéria organica mais facilmente assimilavel pela microbiota nativa e, posteriormente,
num processo mais lento, a decomposicdo de materiais resistentes.

Mariano (2006) avaliou a taxa de produgdo media de CO> durante os primeiros 20 dias
e 0 periodo subsequente, registrando diminuicdo de até 45 %, provavelmente ocasionada pela
transicdo de fontes de carbono mais facilmente biodegradaveis (hidrocarbonetos lineares e de

cadeias abertas) resultando na diminuicdo da biodisponibilidade desses compostos e exigindo
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uma adaptacdo metabolica dos microrganismos para consumirem hidrocarbonetos mais
recalcitrantes, como os poliaromaticos, resultando no decréscimo da producgéo de CO..

Colla (2012) testando solo contaminado com mistura de diesel e biodiesel, observou um
aumento inicial na liberagdo de C-CO., estabilizando em torno de sete dias de incubacdo,
também associa o fendbmeno a degradacao das fracOes labeis da mistura. Ghaemghami et al.
(1998) observou que a taxa de mineralizacdo de solos contaminados com solventes sdo mais
elevadas nas primeiras semanas, 0 que sugere a existéncia de microbiota nativa adaptada a
biodegradacéo e também a existéncia de compostos mais facilmente degradados.

Sao mostrados nos Graficos 7, 8, 9, 10 e 11 as produgdes acumuladas de CO> ao longo
do experimento para solo com 0, 1, 3, 5 e 10 % de 6leo respectivamente e niveis crescentes de
NPK. A producdo de CO: dos tratamentos com 0 % de 6leo mostrado no Gréfico 7 finaliza no
91° dia em uma faixa de 1.194,50 a 1.471,58 mg kg-! sendo o tratamento T0O (sem dleo e sem
NPK) o que mais produziu. O tratamento T0O é um tratamento controle e representa também o
comportamento da atenuacdo natural, sendo o CO- produzido proveniente da mineralizagdo da

matéria organica presente no solo, ja que 0 mesmo nao recebeu contaminacao por 6leo.

Gréfico 7. Produgdo acumulada de CO, em relagéo aos dias do experimento com 0 % de 6leo
e doses crescentes de NPK.
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A anélise do Grafico 7 evidencia que o CO2 produzido ndo é decorréncia apenas da
mineralizacdo do contaminante, que o proprio solo possui matéria organica em quantidade
suficiente e disponivel para degradacdo por parte da microbiota nativa. Oliveira (2008) chama
a atencdo para esse quesito quando cita que quando se realiza testes com bioestimulacéo e o

monitoramento se da através de quantificagdo de gas carbonico produzido deve se atentar para
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a origem da producdo do gés carbonico, pois geralmente, a populagdo microbiana utiliza como
fonte de energia os compostos mais simples e facilmente degradaveis. Isso implica na
possibilidade da biodegradacdo preferencial de outras fontes, que ndo o contaminante, ou
apenas da fonte de nitrogénio adicionada, em detrimento do petroleo. O resultado disso é uma
alta taxa de evolucdo de CO2 nas amostras sem, contudo, promover a biodegradacdo do
petroleo.

As menores produgdes absoluta acumulada de CO2 ocorreram nos tratamentos sem
petréleo e com maiores niveis de nutrientes como por exemplo o TO5 e TO10 como mostra o
Gréfico 7. O fenbmeno pode ser explicado pela inibi¢do da atividade microbiana em virtude
das altas concentrac6es de nitrogénio como discutido anteriormente e observado nos trabalhos
de Silva (2004), Mariano (2006) e Millioli (2009).

A producdo final de CO> dos tratamentos com 1 % de 6leo mostrada no Grafico 8
alcancou 1.644,36 mg kg™ no tratamento T11, que nesse caso, foi o tratamento com maior
producéo entre os demais sendo o tratamento T110 o que menos produziu, chegando a 1.421,94
mg kg?, ainda assim obteve resultado superior ao maior dos tratamentos sem oleo,
evidenciando que a diferenca é proveniente da adi¢do de éleo no solo. Pedroti (2007) utilizando
a producdo de CO, como indicador do processo de biodegradabilidade em solo contaminado
com hidrocarboneto também verificou que a adicdo do hidrocarboneto no solo proporcionou

aumento na producéo de CO:..

Gréfico 8. Producgdo acumulada de CO2 em relagdo aos dias do experimento com 1 % de 6leo
e doses crescentes de NPK.
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O Grafico 9 apresenta a produgdo acumulada para os tratamentos com 3 % de 6leo,
chegando 2.353,04 mg kg* de CO; ao final dos 91 dias no tratamento T35.

Gréfico 9. Producgdo acumulada de CO2 em relagdo aos dias do experimento com 3 % de dleo
e doses crescentes de NPK.
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Os Gréficos 10 e 11 mostram uma maior producdo de CO2 nos tratamentos com maiores
niveis de 6leo e NPK, com producao de 2.774,02 mg kg™ para o tratamento T55 e 3.726,16 mg
kg para o tratamento T1010, resultado superior a producéo dos tratamentos sem adigdo de
NPK T50 e T100, 2.256,36 e 2.728,90 mg kg™ respectivamente.

Observou-se que quanto maior o nivel de contaminacdo do solo maior é a necessidade
de aplicacdo de fertilizantes reduzindo o tempo do processo de biorremediacdo. O fenémeno
também pode ser explicado pela toxicidade causada pelos altos niveis de contaminacao de 6leo.
Ferreira (2010) observou que a contaminacao reduz as populacdes de bactérias, embora, apds
uma fase de adaptacdo, algumas espécies sejam capazes de se restabelecer e retomar o seu
crescimento. Seabra (2005) explica que 0 aumento da concentragdo de éleo ha também aumento
das demandas de nutrientes e aceptores de elétrons, nem sempre supridas facilmente nas
condicdes dos experimentos e ressalta ainda o efeito toxico nas bactérias biodegradadoras de
6leo.

Fusey e Oudot (1984) citam que altas concentracGes de hidrocarbonetos podem
ocasionar a inibicdo da biodegradacdo devido a limitacdo de nutrientes, oxigénio ou pela
toxicidade dos hidrocarbonetos volateis. Dibble e Bartha (1979) demonstraram que 0 aumento
da massa de hidrocarboneto em um lodo oleoso aplicado em solo, na faixa de 1,25 a 5 % de

massa de hidrocarboneto por massa de solo seco, provocou aumento da evolucdo de CO2, mas
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no nivel de contaminacdo de 10 % registrou-se decréscimo de 15 % na evolucdo de CO..
Linhares e Seabra (1991) observou através da producdo de CO-, reducdo a partir do nivel de 5
% de contaminacdo por hidrocarbonetos, atribuindo a reducdo da atividade microbiana a

toxicidade do contaminante.

Gréfico 10. Producdo acumulada de CO2 em relagdo aos dias do experimento com 5 % de

Oleo e doses crescentes de NPK.
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Gréfico 11. Producdo acumulada de CO em relacdo aos dias do experimento com 10 % de

0leo e doses crescentes de NPK.

4000 -
3500 -
3000 -

;:2222 = T100

£ T101

g 1900 1 = T102

1000 1 = T105

500 - = T1010
04

7 14 21 28 36 42 49 56 63 70 77 84 91

Tempo (dia)
T100 (10 % 6leo/0 NPK); T101 (10 % 6leo/1 NPK); T102 (10 % 6leo/2 NPK); T105
(10 % 6leo/5 NPK); T1010 (10 % 6leo/10 NPK)

Os resultados das producdes acumuladas de CO» foram utilizados para construcéo de

um modelo matematico a partir de uma superficie de resposta que estimasse qual dose 6tima de
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NPK 10:30:20 a ser aplicada em solos contaminados a diferentes niveis de dleo considerando
que o melhor resultado seria 0 que retornasse a maior producdo de CO2 e por consequéncia
maior respiracdo microbiana e mineralizacdo da matéria organica presente no solo. O Gréafico
12 apresenta as superficies geradas em cada medicdo de CO2, sendo possivel analisar a
dindmica do processo desde a primeira analise no dia 7 finalizando no dia 91 (Gréfico 13). A
producédo de CO- apresentou comportamento quadratico em fungéo das variaveis independentes
(NPK e 06leo), que esta bem definido na superficie gerada com os resultados do 7° dia mostrados

no Grafico 12 (a), estando menos acentuado nas superficies de resposta posteriores.
Gréfico 12. Superficies de resposta das producdes acumuladas de CO2 em razdo das doses de

NPK e niveis de contaminacéo por 0leo aos (a) 7 dias, (b) 14 dias, (c) 21 dias, (d) 28 dias, (e)
36 dias, (f) 42 dias, (g) 49 dias, (h) 56 dias, (i) 70 dias, (j) 77 dia e (I) 84 dias.
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O modelo matematico resultado da superficie de resposta gerada com os dados das

producgdes de CO. acumuladas no 91° dia:
€0, = 1.333,51 + 277,566.P — 12,7466. P? + 38,5684. NPK (8
—6,8613.NPK? + 12,7064.P. NPK

Os coeficientes do modelo foram testados ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste
“t” e estima uma producdo maxima de CO de 4.962,34 mg kg com uma dose de NPK
equivalente a 5.985,35 kg ha* e 0 solo contaminado com 6leo ao nivel de 22,82 %. O resultado
obtido possui coeficiente de determinacio (R?) de 0,9816 indicando que o modelo tem um bom
ajuste para explicar o fenémeno em questéo.

O comportamento quadratico da produgdo de CO2 em relacdo a contaminagdo por 6leo
e doses de NPK mostra que ha uma tendéncia de se aumentar a eficiéncia do processo com o
aumento dos niveis destes elementos até um certo ponto (ponto maximo) e a partir deste havera
um decréscimo, que pode ser em virtude da toxicidade do 6leo ou inibigdo por altas doses de
fertilizantes.

De acordo com o modelo mateméatico obtido na equacdo 4, estima-se que a
bioestimulacdo com o fertilizante NPK 10:30:20 nas condic¢des do experimento € eficiente até
um nivel de contaminagéo de 22,82 % de 6leo, confrontando com os resultados de Dibble e
Bartha (1979) que observaram decréscimo em virtude de toxicidade a partir de niveis de
contaminacdo de 10 %, Linhares e Seabra (1991) com valores mais restritivos ao nivel de
contaminagdo de 5 % e Seabra (2005) avaliou que a concentracdo de 0Oleo teve influéncia na
taxa de consumo de oxigénio, as amostras com 3 % de 0leo apresentaram consumo maior de

oxigénio em praticamente todos os testes em relagdo as amostras com 5 e 10 % de 6leo, sendo
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praticamente o dobro. Assim o arranjo em questdo solo argiloso/6leo/fertilizante tem toleréncia

superior a niveis de contaminacao que os estudos relatados.

Gréfico 13. Superficie de resposta da producdo acumulada de CO, em razdo das doses de

NPK e niveis de contaminacdo por 6leo aos 91 dias.

Bl > 4000
Hl < 4000

Bl < 3500
@ < 3000
] <2500
= < 2000
@l < 1500
@ < 1000

O metodo da superificie de resposta vem sendo largamente utilizada em trabalhos
relacionados a otimizacdo de fornecimento de insumos e obtencdo de melhores resultados,
utilizado por Zahed et al. (2010) para otimizar a concentragdo de nitrogenio e fosforo na
remocdo de alcanos em amostras de agua do mar contaminada com petréleo bruto em reatores.
Mohajeri et al. (2010) utilizou a superificie de resposta para otimizar concentracdes de 6leo em
relacdo a concentracdo de biomassa, nitrogenio e fosforo na biorremediacdo de sedimentos
contaminados com petroleo bruto e Costa (2015) otimizou aplicagdo de fertilizante NPK na
concentracdo 10:30:20 para biorremediacdo de solos com diferentes niveis de contaminagéo
com petroleo bruto.

Os coeficientes dos modelos matematicos obtidos nas superficies de resposta do Gréafico

12 e os respectivos coeficientes de determinacdo R? estdo sumarizados na Tabela 8.
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Tabela 8. Coeficientes dos modelos matematicos obtidos a partir das superficies de resposta

gerados a partir dos dados de producdo acumulada de CO: entre os dias 7 e 91 e seus respectivos

coeficientes de determinacéo R2.

t (dia) Bo BLP B2PZ  PBaNPK PBaNPKZ PBsP.NPK RZ
7 1138497 830519 64581 357583 -3,3278 2,853  0,9182
14 2045448 1222214 -8,6092 51,2074 51579 61857  0,9462
21 300,535 150,2001 -9,8625 48,5696 -53076 8,022  0,9668
28 4427853 170,039 -9,8731 48,9483 57811 90756  0,9748
36 553711 183,9257 -9,6005 47,3527 5686 09,3503  0,9783
42 6495450 1065379 -9.8961 43,0303 56037 10,444  0,9830
49 7390445 2009122 -102627 42,6089 58425 11,008  0,9834
56 8364988 223,5007 -10,7478 41,6009 59926 11,3967  0,9834
63 9337462 2372272 -11,2725 438624 -63518 115427  0,9831
70 1034868 2485823 -11,710 456208 -6,6849 11,6634  0,9824
77 1131,033 260,125 -12,2193 452684 -6,9086 11,9551  0,9819
84 1230388 2702091 -12,5813 42,6443 -69128 122327  0,9818
91 1333512 2775661 -12,7466 38,5681 -6,8613 12,7064  0,9816

Fonte: Autor.

A partir dos coeficientes apresentados é possivel simular diferentes situacdes estimando

a producdo de CO; para diferentes niveis de NPK e 6leo, como feito na tabela 9 utilizando os

coeficiente do modelo matematico para os 91 dias.

Tabela 9. Simulacdo da producédo de CO2 em relagdo aos diferentes niveis de 6leo e NPK

conforme modelo matematico gerado pela superficie de resposta aos 91 dias.

Z
T
A

Oleo (%)

0

1

2

3

4

5

6 7

8

9

10

o ~NOoO oA WNBEFE O

1333,51
1365,22
1383,20
1387,47
1378,00
1354,82
1317,91
1267,29
1202,93

1598,33 1837,66
1642,75 1894,78
1673,44 1938,17
1690,40 1967,85
1693,65 1983,80
1683,17 1986,03
1658,97 1974,54
1621,05 1949,32
1569,40 1910,38

2051,49 2239,83
2121,32 2322,36
2177,42 2391,17
2219,80 2446,26
2248,46 2487,63
2263,40 2515,27
2264,61 2529,19
2252,10 2529,38
2225,87 2515,86

2402,68 2540,03 2651,89
249792 2647,98 2772,54
2579,43 2742,20 2879,47
2647,23 2822,70 2972,68
2701,30 2889,48 3052,16
2741,65 2942,53 311792
2768,27 2981,86 3169,96
2781,17 3007,47 3208,28
2780,36 3019,36 3232,87

2738,26
2871,62
2991,25
3097,17
3189,36
3267,82
3332,57
3383,59
3420,89

2799,13
2945,20
3077,54
3196,16
3301,05
3392,23
3469,68
3533,41
3583,42

2834,51
2993,28
3138,33
3269,66
3387,26
3491,14
3581,30
3657,73
3720,45
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9 1124,86 1504,04 1857,72 218591 2488,61 276581 3017,52 3243,74 3444,47 3619,70 3769,44
10  1033,06 1424,95 1791,34 2132,23 2447,64 2737,55 3001,97 3240,89 3454,32 3642,26 3804,70

Fonte: Autor

O gréfico 14 foi gerado a partir de simulacdo com o modelo matematico obtido

mostrando a producdo méxima obtida de CO> para as doses crescentes de NPK e niveis de

contaminacéo por 6leo a 0, 1, 3, 5 e 10 %. Nestes € possivel verificar, em todos os casos que 0

fendmeno tem um efeito positivo advindo da adicdo de nutrientes para bioestimular e acelerar

0 processo de biorremediacdo, no entanto tem um ponto 6timo que ao ser ultrapassado passa a

ter efeitos negativos, reduzindo a atividade microbiana.

Gréfico 14. Méxima produgéo de CO, com relagdo as doses de NPK para 0, 1, 3,5 e 10 % de

oleo.
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A méxima producdo de CO para doses otimas de NPK em relacdo aos niveis de
contaminacdo por 6leo mostradas no Grafico 14 estdo relacionado na Tabela 10. Observou-se
que para as contaminag@es aos niveis de 0, 1, 3 e 5 % o ponto de maxima producéo é visivel no
Gréfico 14 (a, b, ¢ e d) e sdo respectivamente 1.387,70, 1.694,09, 2.265,78 e 2.782,53 mg kg

de CO», mas para a contaminacédo a 10 % de 6leo a tendéncia no gréfico é crescente.

Tabela 10. Méxima produgdo de CO. em relacdo a dose 6tima de NPK para os niveis de

contaminacéo do solo de 0 a 10 %.

A 0,
var. Oleo (%)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NPK max.
kg harl 702,64 934,12 1165,61 1397,09 1628,59 1860,07 2091,62 2322,99 255455 2786,10 3017,47
CO; max.
mg kg'l 1387,70 1694,09 1986,85 2265,78 2530,97 2782,53 3020,28 3244,31 3454,70 3651,26 3834,07

Fonte: Autor

O Grafico 15 apresenta as isoquantas da producdo acumulada de CO2 em razdo das doses
crescentes de 0leo e NPK e define a regido racional de aplicacdo. As isoquantas apresentam
uma infinidade de possibilidades de aplicacdo de NPK em razdo da contaminacdo do solo em
diferentes niveis de 6leo obtendo-se assim igual producdo de COg, estando a escolha da dose
vinculada a critérios técnicos e/ou econdémicos. Em se tratando do critério econdmico indica-se
a definicdo da dose de fertilizante a ser aplicada dentro da regido definida entre as setas (regido
racional) do Gréfico 15, onde obtém-se melhor producdo de CO2 em virtude dos niveis de NPK
e Oleo. A dose definida fora dessa zona implica em elevados acréscimos para um pequeno

aumento no resultado.
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Gréfico 15. Isoquantas da produgdo acumulada de CO2 em razdo das doses crescentes de 6leo

e NPK e definicdo da zona racional.
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Observou-se neste que o limitante da regido racional é a dose de NPK a ser aplicada
limitando-se a 2,81 vezes a dose equivalente a 250 kg ha, ou seja 702,50 kg ha* de NPK para
0 % de contaminacdo de 6leo, entretanto o nivel de contaminagdo por 6leo abrange até o nivel
de 10,89 %. O que significa dizer nesse caso que para niveis maiores de contaminagdo do solo
sera necessario pequena dose para bioestimular os microrganismos a degradar o 6leo de forma
econdmica.

Baptista (2007) fez analise semelhante quando observou no modelo matematico uma
tendéncia no aumento de remocdo de Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (TPH) quando ha
aumento na concentracdo de fertilizante e biossurfactante, e aumentando a concentracdo de
fertilizante tem-se uma condicdo 6tima de remocdo do 6leo, porem o autor ressaltou que para
se alcancar a melhor condicdo de remocgdo de TPH, a concentracdo de fertilizante e de
biossurfactante a ser empregada pode onerar o tratamento do solo, tornando-o inviavel
economicamente.

Costa (2015) avaliando a capacidade de biorremediacdo de solo contaminado com
compostos oleosos utilizando a técnica da bioestimulacdo com adicdo de fertilizante NPK na
mesma proporcdo 10:30:20 e doses crescentes 0, 250, 500, 1.250 e 2.500 kg ha para os
mesmos niveis de contaminagéo por 6leo de 0, 1, 3, 5 e 10 % com base em massa, monitorados
pelo método respirométrico, com experimento com duracao de 105 dias, temperatura variando
entre 31,9 a 34,3 °C, mas utilizando solo arenoso, observou os melhores resultados para

producdo de C-CO2 de 3.539,40 mg kg para o nivel de contaminagdo a 9,20 % de petroleo e
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dose de fertilizante equivalente a 2.435 kg ha-! de NPK. A autora delimitou a regi&o racional
atentando para o critério econémico de aplicacdo de fertilizante limitada a dose equivalente de
1.067,5 kg ha-! de NPK a um nivel de contaminagio de 6,68 % de petrdleo.

Fazendo comparacdo com o trabalho de Costa (2015) observou-se que em 91 dias, ou
seja, 14 dias a menos de quantificagdo, em condig¢des experimentais similares, alterando o tipo
de solo e assim as caracteristicas fisico quimicas que Ihes sdo inerentes, o experimento com
solo argiloso obteve produgio maxima estimada de CO 40 % superior, de 4.962,34 mg kg™ de
solo em relacdo a 3.539,40 mg kg de solo, entretanto requerendo para isso uma dose de
fertilizante cerca de 2,45 vezes maior, sendo 5.985,35 kg ha em relacio a 2.435 kg ha-! de
NPK, ressaltando a tese anteriormente levantada que o solo em estudo tem uma maior tolerancia
ao aumento na aplicacdo de fertilizante para niveis mais elevados de contaminacéo por 6leo.

O solo em questdo pode ser bioestimulado até niveis de contaminagdo de 22,82 %,
condicdo tida como limitante por outros autores em virtude do efeito tdxico do éleo, enquanto
que o experimento com solo arenoso realizado por Costa (2015) mostrou ser viavel
tecnicamente a partir da estimativa baseada no modelo matematico até 9,20 % de contaminacéo
por 6leo base em massa. Finalizando o comparativo, a regido racional para aplicacdo econdmica
do fertilizante para o experimento de Costa (2015) foi mais abrangente com relacdo a dose e
mais restritiva para contaminago, 1.067,5 kg ha-! de NPK e 6,68 % de 6leo, respectivamente,
enquanto que para o solo argiloso em estudo a dose de fertilizante chega apenas a 702,50 kg ha”
! de NPK, até o nivel de 10,89 % de éleo.

Com relacdo as dificuldades apresentadas no processo de biorremediacdo, em virtude
das caracteristicas dos solos argilosos, havia expectativa que os solos arenosos fossem mais
vidveis para os processos de biorremediacdo, mas ficou evidente a importancia da analise
detalhada das condicdes peculiares a cada ambiente.

Pedroti (2007) observou que os tratamentos em solos arenosos apresentaram maior
capacidade de biodegradacgéo dos hidrocarbonetos em relacéo aos solos argilosos, conforme o
autor, devido a maior quantidade de oxigénio, facilitando a biodegradacao, assim tendo uma
velocidade de biodegradagédo superior aos argilosos. Enquanto que Baptista (2007) observou
que as maiores eficiéncias de remocdo de Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (TPH) foram
obtidas nos experimentos realizados com solo argiloso tanto em condi¢des aerobias quanto
anaerdbias, sendo a maior remocéo registrada de TPH (79,6 %) nas amostras com solo argiloso
com emprego de maior concentracdo de fertilizante e biosurfactante.

O desempenho superior com relagéo a producdo de CO> no presente experimento com

relacdo ao experimento de Costa (2015) com solo arenoso pode ser explicado pelas diferencas
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das caracteristicas de fertilidade de ambos os solos, principalmente com relacdo aos niveis de
P e K, pois a quantidade de matéria orgénica estd na mesma faixa, sendo um pouco superior no
solo arenoso com 13,40 g kg™ em relagdo a 12,31 g kg-* do solo argiloso. A concentragio de P
e K do solo argiloso antes da bioestimulacio era de 4,6 e 252,0 mg dm= respectivamente
enquanto apenas 2,7 e 47,5 mg dm no solo arenoso.

Seabra (2005) avaliando solos argilosos em biopilha observou que as amostras com 3
% de Oleo consumiram o dobro de oxigénio com relacdo as amostras com 5 e 10 % de Gleo,
comportamento relacionado ao aporte dos nutrientes fosforo e potassio, assim como a
temperatura. Ferreira (2010) trabalhou com biorremediacédo de solo argiloso contaminado com
gasolina e o ajuste nutricional do solo foi baseado no teor de fosforo presente no solo, podendo
ser de 25 ou 50 ppm. Os resultados indicaram que a degradacdo do contaminante foi irrisoria
nas amostras de solo sem ajuste de nutrientes e chegou a cerca de 50 % nas amostras com ajuste

do solo para 50 ppm de fésforo.
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6 CONCLUSAO

A técnica da bioestimulacdo com aplicacéo de fertilizante NPK na proporc¢éo 10:30:20
teve efeito significativo no aumento da producgdo de CO2 no Vertissolo com diferentes niveis
de contaminagdo por petroleo evidenciando efeito positivo da bioestimula¢do na otimizacéo da
degradacédo do contaminante.
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8 APENDICE A - ANALISE ESTATISTICA

Variavel analisada: CO2

Opcdo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
OLEO 4 37126700.070432 9281675.017608 2504.029 0.0000
NPK 4 726528.397632 181632.099408 49.001 0.0000
OLEO*NPK 16 2648532.303168 165533.268948 44.658 0.0000
REP 2 14171.640288 7085.820144 1.912 0.1589
erro 48 177921.410112 3706.696044

Total corrigido 74 40693853.821632

CV (%) = 2.81

Média geral: 2169.9368000 Numero de observacgdes: 75



