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RESUMO

A biorremediagdo € um processo bascado na degradagdo dos contaminantes através da atividade de
microrganismos presentes no solo. A degradagio desses compostos orgénicos ¢ favorecida em condigdes
adequadas de concentragio de nutrientes, umidade, pH, temperatura e aeragio. Além desses fatores,
informagdes sobre a concentragdo residual do dleo, densidade populacional de microrganismos degradadores
e seu potencial para a biodegradacdo. sdo fundamentais para obter-se condigdes otimizadas no processo de
biodegradagdo.

O processo de atenuagio natural de um poluente organico do solo ocorre sem adequagdo de qualquer
condigio ambiental, devido ao processo de adaptagio natural da microbiota nativa do solo impactado. Esses
microrganismos utilizam o composto orginico poluente como fonte de carbono, ocasionando, assim, uma
redugiio da sua concentragdo ao longo do tempo. O tempo envolvido no processo de atenuagdo natural
costuma ser bastante longo (meses ou anos).

Neste trabalho, foi simulado um processo de atenuagdo natural de um solo proveniente da regido Nordeste do
Brasil. artificialmente contaminado com 5% ¢ 10% peso/peso de petréleo cru. O objetivo do trabalho foi
acompanhar o processo de atenuagio natural do contaminante orginico presente no solo. Os solos
contaminados por petroleo ficaram expostos a variagdes climdticas naturais durante 13 meses. Nesse periodo,
foram realizados 0 monitoramento da concentragdo microbiana nos solos estudados através da técnica pour-
plate(UFC/g de solo) e do nimero mais provavel (NMP) e, bem como o acompanhamento da remogdo de
6leos e graxas (OG) por gravimetria ¢ a concentragio de hidrocarbonetos totais de petroleo(HTP) por
cromatografia gasosa. Os resultados mostram que ao final do processo de atenuagdo natural a concentracao
de 6leo removido no solo foi de 60% ¢ 40% para os solos com concentragiio com 5 e 10% p/p de petroleo,
respectivamente.

Palavras-chaves: biorremediagio, alenuagio natural, petroleo.

ABSTRACT

Biorcmediation is a process based on contaminant degradation through the microbial population present in
the soil. The degradation of organic compound is favored in specific condition, such as. nutrient
concentration, moisture. temperature and acration. Perhaps. information about oil residual concentration,
microbial population (density and diversity) and its capacity for oil degradation, are fundamentall to obtain
optimaized conditions on biodegradation process.

The organics compounds natural atlenuation process soil occurs with out any artifcially interfercnce in
environmental conditions, as a result of natural adaptation process of native microbial population. Those
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microorganisms are use the organics as carbon as a feed sourcc and, as a consequence, occur the reduction of
oil concentration throught the time. The overall time of the process encompass months or years.

In the present work were simulated the natural attenuation process of organic compounds in soil from the
Northeast Brazil region. These soils were artificially polluted with petroleum in proportion of 5% and 10%
w/w. The aim of this work was monitoring the natural biodegradation process. The polluted soils were
exposed to environment along 13 months. During this period was monitored the microbial population using
pour-plate (CFU/ g de solo) technique and most probable number (MPN), oil grease concentration by
gravimetric technique, and total petroleum hidrocarbonets concentrations (TPH) using gas chromatography
technique. These results shows that, at the end of natural process attcnuation oil concentration in soil
decreases 60% and 40% for the polluted soils at 5% and 10%, respectively.

Key-words: Bioremediation, natural attenuation and petroleum,

1. INTRODUCAO

Devido ao aumento da dependéncia energética mundial baseada em recursos ndo-renovaveis e em cstado de
escassez, como € o caso do petroleo, tem-se como conseqiiéncia o aumento de exploragdo e possibilidade de
ocorréncia de impactos ambientais. Para solucionar problemas ambientais de origem organica é reconhecido
que a aplicagdo de processos bioldgicos envolvendo microrganismos ¢ uma das técnicas mais eficientes ¢
baratas, principalmente no tratamento de solo contaminado por petroleo.

A biorremediagdo ¢ um processo que se baseia na utilizagiio da populagdo microbiana com a capacidade de
decompor ou degradar compostos orginicos (Bernoth., 2000). Neste tratamento a degradagio dos compostos
organicos esta diretamente ligada a atividade microbiana presente no solo contaminado. Durante o processo
de remediagdo algumas dificuldades sdo encontradas. dentre as quais s¢ encontram a diversidade microbiana,
a heterogenecidade ambiental e a variagdo de alguns parimetros criticos ( umidade, pH, temperatura, atividade
microbiana ¢ biodisponibilidade de nutrientes) (Vogel. 1996).0 sucesso da biorremediagdo depende do nivel
de adaptagdo genética metabolica da populagio microbiana no ambiente (Devinny and Chang, 2000). Além
desses fatores. informagoes sobre a concentragio residual do dleo. densidade populacional de microrganismos
degradadores e seu potencial para a biodegradag¢io, sdo fundamentais para obter-se condigdes otimizadas no
processo de biodegradacdo (Bento er al., 2005). A Biodegrada¢do de hidrocarboneto de petroleo é um
processo complexo que depende da natureza e quantidade de 6leo presente no solo (Bassam, 2005).

Atenuagdo natural € a redugdo da toxicidade de um contaminante, sem intervencio humana, devido a
exposi¢do do solo a aspectos fisicos e biologicos (Kate, 2005). O processo de atenuagdo natural de um
poluente orginico do solo ocorre sem adequagio de qualquer condi¢do ambiental. devido ao processo de
adaptagdo natural da microbiota nativa do solo impactado. Esses microrganismos utilizam o composto
organico poluente como fonte de carbono. ocasionando, assim, uma redugdo da sua concentragio ao longo do
tempo. O tempo envolvido no processo de atenuagdo natural costuma ser bastante longo (meses ou anos).
Dentre as alternativas tecnoldgicas existentes para o tratamento ex-sifv de solos contaminados destaca-se,
particularmente, o tratamento bioldgico (biorremediagdo) em biopilhas ou em biorreatores. Scgundo
Alexander(1999). ambos os processos apresentam como principal vantagem a redugdo do tempo de
degradagio do contaminante quando comparada ao processo de atenuagdo natural. A bioremediagio pode ser
estimulada através da adigdo de nutrientes e aeragdo no solo (bioestimulagio) ou pela inoculagdo de um
consorcio microbiano na matriz do solo (bioaumento) (Bento. 2005). proporcionando maior performance na
biodegradagdo do petroleo no solo pelos microorganismos.

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi acompanhar o processo de atenuagdo natural de solos contaminados por
petroleo. para poslerior comparagdo com os resultados obtidos em ensaios de biorremediagio realizados em
biopilhas e/ou biorreatores e comprovar a eficacia dos ultimos como forma de aceleragdo da degradagio do
oleo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostras de solo empregadas

Neste trabalho. foram utilizadas amostras de solo proveniente da regido Nordeste do Brasil, contaminadas em
laboratério por 6leo cru proveniente de um campo de exploragdo localizado na mesma regido. As principais
caracteristicas do solo empregado encontram-se listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas do solo niio contaminado empregado nos ensaios.

Parimetro Teor no Solo Nio Contaminado
N (g/kg) 1.3
P (g/Kg) 0,15
Silte 14%
Areia 75%
Argila 11%
Matéria orginica 1.7%
pH 6,8
_Capacidade de campo 34%

3.2. Preparo das amostras e monitoramento do teste de atenua¢do natural

O teste de acompanhamento do processo de atenuagdo natural foi realizado em microcosmos (caixas de
acrilico) com capacidade de 20 litros (40 x 25 x 20 mm) com fundo perfurado, permitindo o escoamento da
dgua da chuva evitando a saturagdo do solo pela dgua. Em ambas as caixas foram adicionadas uma camada de
brita. uma camada de areia de filtragdo ¢ uma nova camada de brita buscando evitar o arraste da fragdo mais
fina do solo contaminado (fragdo siltetargila) durante a intemperizagiio. Tais caixas foram apoiadas em
caixas de polietileno com o objetivo de recolher a dgua percolada da chuva. A quantidade de solo adicionados
nas caixas para intempéric foram de 5Kg onde simulou-se uma contaminagdo de 5 ¢ 10% de petroleo. Os
sistemas foram deixados ao ar livre em drea aberta da usina piloto do Centro de Tecnologia Mincral(CETEM)
de forma que os solos contaminados fossem expostos as variagdes climaticas naturais.

A coleta das amostras de solo parma posterior andlise dos microrganismos heterotroficos totais,
microrganismos degradadores ¢ determinagdo do teor de oOleos ¢ graxas, foi realizado semanalmente.
Diartamente, as condigdes climaticas do local do experimento foram monitoradas.

3.5. Quantificacdo dos microrganismos Heterotroficos Totais

A quantificacdo de microrganismos heterotroficos totais seguiu metodologia adotada por Trindade (2002),
descrita a seguir: 5g de solo foram adicionados em 50mL de solugdo salina (NaCl 0,9%) ¢ fez-se a extragio
em shaker por 1 hora & 25°C e 150rpm. A partir do extrato obtido, fez-se sucessivas diluigdes na razio
extrato:solucdo salina de 1:9. Apos, realizou-se o plaqueamento em meio orginico - TSA pela técnica de
pour-plate, adicionando 0.ImL das dilui¢des adequadas nas placas. Incubou-se por 48 horas em estufa a 30°C
¢ contou-se o niumero de unidades formadoras de colonias (resultados expressos em UFC/g solo).

3.3. Quantificacio dos microorganismos Degradadores

A quantilicacio dos microorganismos degradadores foi feita utilizando a técnica do Namero Mais Provavel
(NMP) (Trindade. 2002). As etlapas de extragdo e diluigdo foram idéntica as descritas no item anterior. Em
seguida. 0.1 mL das diluigdes foram adicionados nos pogos das placas de NMP contendo 1.8 mL de meio
mineral cada. Entdo. foram adicionados 10uL dc 6leo cru (0.5% v/v) como sendo a unica fonte de carbono e
energia presentes.
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3.4. Analise do teor de dleos e graxas

O (cor de Olcos ¢ graxas nas amostras de solo foi determinado através do mélodo gravimétrico. onde dois
gramas de solo contaminado foram extraidos no ultra-son. utilizando o n-hexano como solvente. conforme
descrito no método IT2003-001-00. registrado na biblioteca do CETEM. O extrato orginico obtido foi
concentrado em rotocvaporador ¢. em seguida, levado a secura em concentrador de amostras com purga de
nitrogénio.

3.5. Remoc¢io de Hidrocarbonetos Totais de Petroleo (TPH)

Amostras do solo contaminado foram removidas do interior dos microcosmos. secas cm estufa a 60°C por 16
horas, maceradas, homogeneizadas ¢ encaminhadas para andlisc de HTP no laboratorio da
PETROBRAS/CENPES/PDEDS/BTA. A melodologia de quantificagio de HTP adotada foi bascada no

método USEPA 8015B, empregando a técnica de cromatografia gasosa com detector de ionizagido de chama
(CG/FID).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.Quantificaciio dos Microorganismos Heterotréficos Totais e Degradadores de Oleo
Cru.

O controle da populagdo microbiana presente no solo durante o tratamento ¢ mostrado na figura L.
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Figura 1. Curva do comportamento dos microorganismos hetcrotroficos totais ¢
degradadores de dleo cri ao longo do teste no solo com 5 ¢ 10% de
contaminagio.

Observa-se na figura | que tanto para microorganismos hetcrotroficos quanto para degradadores niio houve
uma varagio significativa nas suvas respectivas populagdes, indicando que houve uma adaptagio da
microbiota nativa na presenga do contaminantc.
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4.2. Remogio de Oleos e Graxas

O monitoramento do (cor de 6leos ¢ graxas realizado a0 longo do teste ¢ apresentado na figura 2.
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10% de contaminagio no solo,

O decaimento mais acentuado da concentragiio de dlcos ¢ graxas ocorre apos 285 dias do inicio do teste,
tanto para o solo contaminado com 5% como para o solo contaminado com 10% de petréleo. Ao final do
tratamento observou-se uma queda do teor de 6lcos ¢ graxas de 47 e 27% para os solos com 5 ¢ 10% de éleo,
respectivamente. Presumindo-se com os resultados que quanto maior a concentragio do contaminante no
solo, mais dificil scrd a adaptagdo dos microorganismos, dificultando biodegradagio do polucnte organico.

4.3. Remogio de Hidrocarbonetos Totais de Petroleo (HTP)

A remogdo de HTP foi acompanhada durante toda intemperizagdo do solo conforme mostra a figura 3 que diz
respeito o solo contaminado com 5% ¢ 10% de petrélco.
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Figura 3. Curva do decaimento da concentragdo de TPH (mg / g) ao longo do teste
dc biorremediagio para as amostras contaminadas com 3 ¢ 10% de petrolco.
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Na figura 3. os solos contaminados com 5% ¢ 10% de petroleo apresentaram uma redugio na concentragio de
HTP de 60% e 40%. respectivamente, em relagiio & concentragio inicial do contaminante. Scgundo
Bento(2004), esta redugdo de HTP pode ter ocorrido devido a volatilizagio. diluigio associagdo a
biodegradagdo do poluente devido a adaptagio da microbiota nativa presente no solo. Nas figuras 4 ¢ 5 sio
apresentados os cromatogramas referentes as amostra inicial ¢ final do processo de atcnuagdo natural
contaminadas para ambas as condigdes testadas.

(A) - Inicial J

(B) Final

Figura 4. Cromatogramas refercntes as amostras de solo com 5% de
contaminagdo inicial(A) e final(B) do processo dec atenuagio natural,
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Figura 5. Cromatogramas referentes s amostras de solo com 10% de
contaminagdo inicial(A) e final(B) do processo dc atenuagio natural.

Analisando os cromatogramas ¢ possivel verificar acentuada queda da concentragiio de HTP comparando-se
as amostras iniciais ¢ finais. Os resultados indicam que apesar de nidio haver intervengdo humana, ocorre a
atenuacdo natural. pois no solo encontrou-s¢ uma condigiio biolégica ¢ fisica adequados a biodegradagiio dos
compostos organicos ao longo do teste.

5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos. a utilizagdo de tratamento bioldgico. em especial o processo de atenuagiio natural.
mosltra-se bastanic atrativos. visto que apenas os solos. contaminados com 3 ¢ 10% de petréleo. cm estado de
intempérie alcangaram uma biodegradagio de 60% e 40% de hidrocarbonctos tolais de petroleo ao longo de
13 meses. Essa performance alcangada deve-se a adaptagio microbiana. biodisponibilidade de nutricntes ¢
parametros fisicos ideais (pH. temperatura ¢ umidade) presentes no solo impactado mesmo sem qualquer
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intervengio humana. Assim a possibilidade de utilizar estratégias auxiliares (bioestimulo e o bicaumento) e
sistemas biologicos (biopilhas ¢ biorreatores) toram-se bastante atrativas como forma de complementagéo
do processo de atenuagdo natural.
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