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RESUMO

FERNANDO REYNEL FUNDORA TELLECHEA., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Outubro de 2015. Torta de filtro de cana-de-agucar na
biorremediagdo em solos contaminados com 6leo diesel. Orientador: Marco Antonio
Martins. Coorientador: Prof. Alexsandro Araujo da Silva.

O petréleo é a principal fonte de energia utilizada atualmente, e como consequéncia,
a liberacdo de hidrocarbonetos no ambiente €& crescente, devido a forte
industrializagdo e o desenvolvimento econémico dos paises. Diante desse cenario, 0
diesel, derivado do petréleo, tem sido um agente de contaminagao frequentemente
relatado, e a sua biorremediagcdo tem se mostrado uma alternativa viavel para
remediar areas contaminadas mediante uso de agentes biolégicos. No Setor de
Microbiologia do Solo (LSOL/UENF), em parceria com a Central Analitica Fernanda
Coutinho - Instituto de Quimica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ), foram realizados dois experimentos objetivando avaliar os efeitos da torta
de filtro, derivada do processo de filtragdo do caldo da cana-de-agucar, em conjunto
com nutrientes NPK para o processo de biorremediagdo de um solo contaminado
por Oleo diesel proveniente de um derramamento do combustivel ocorrido na BR
101, trecho Rio - Campos. O experimento | foi realizado em microcosmos, utilizando-
se o delineamento experimental inteiramente casualizado. Para a variavel liberacao

de CO:z2 (respiragdo microbiana do solo) utilizou-se o esquema fatorial 5x4, sendo 5
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tratamentos: solo sem contaminagao (T1); solo contaminado com éleo diesel; (T2);
solo contaminado com oleo diesel mais torta de filtro (T3); solo contaminado com
oleo diesel mais NPK (T4); e, solo contaminado com 6leo diesel mais torta de filtro e
NPK (T5); e, 4 periodos de avaliagao da somatéria de CO2 acumulado: 1, 60, 120 e
180 dias apods coleta do solo, com 3 repeticdes. Entretanto, para as variaveis
carbono organico total (COT) e dos hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP)
remanescente no solo, utilizou-se o esquema fatorial 5x2, sendo os mesmos
tratamentos acima e 2 periodos de avaliagdo: 1 e 180 dias apds inicio do
experimento, com 3 repeticdes. Apds 180 dias de conducao experimental em
laboratdrio, foram analisadas as variaveis: liberagcdo de COz2, carbono organico total
(COT) e os hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP) remanescentes no solo.

O experimento Il foi realizado em reatores de ceramica em casa de vegetacgao,
utilizando-se o esquema fatorial 5x4, sendo 5 tratamentos: (T1); (T2); (T3); (T4); e
(T5); 4 periodos de avaliagao: 1, 60, 120 e 180 dias apos coleta do solo, com 4
repeticoes. O experimento foi avaliado sob duas condi¢des: com e sem aeragao
forcada. No experimento Il foram analisadas as seguintes variaveis: Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC), Carbono Organico Total (COT), Nitrogénio (N),
Fosforo (P), Potassio (K) e Hidrocarbonetos Totais de Petroleo (HTP) remanescente
no solo.

No experimento | foi observado que a adi¢ao de torta de filtro e adubagdao com NPK
influenciaram significativamente as variaveis analisadas. Nos tratamentos com a
presenca de torta de filtro a liberagdo de COz2 foi significativamente maior quando
comparada aos demais tratamentos. Observou-se que aos 180 dias ocorreu uma
remogao significativa de HTP do solo, onde foram obtidos valores percentuais de
remogao de 61, 95, 75 e 88% para os tratamentos T2, T3, T4 e T5, respectivamente.
No experimento Il, observou-se que a torta de filtro e adubagcdo com NPK
influenciaram significativamente as variaveis pH do solo, COT, N, P e K. Aos 180
dias foi observado que a aeracdao aumentou a remoc¢ao de HTP do solo. Nos
biorreatores com areagao observou-se uma remoc¢ao de 51,4; 88,2; 63,5; 96,3%,
respectivamente, para os tratamentos de atenuagao natural (T2), bioaumento (T3)
bioestimulo (T4) e combinagdo bioestimulo/bioaumento (T5), quando comparados

ao periodo inicial do experimento. Por outro lado, nos biorreatores sem aeragao
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forgcada foram obtidos valores percentuais de remocgao de 59,9; 82,1; 74,1 e 86,9%.
Os resultados evidenciaram que a torta de filtro, bem como, o uso de biorreatores
com aeracgao forgada potencializou o aumento da atividade microbiana, e, portanto,

contribuiu para o aumento da biodegradagao do 6leo diesel.



ABSTRACT

Oil is the main source of energy currently used, and consequently, the release of
hydrocarbons into the environment is growing due to strong industrialization and
economic development of countries. In this scenario, the diesel derived from
petroleum, has been a frequently reported contamination agent, and its
bioremediation has proven to be a viable alternative to remediate contaminated
areas through the use of biological agents. In Soil Microbiology Department (LSOL /
UENF), in partnership with Analytical Center Fernanda Coutinho - Chemistry Institute
of the Universidade do Rio de Janeiro (UERJ), two experiments were conducted to
evaluate the effects of filter cake, derived the filtration process the juice of sugarcane,
together with NPK nutrients for bioremediation process for a soil contaminated by
diesel oil from a spill of fuel occurred in the BR 101, Rio - Campos stretch. The first
experiment was carried out in microcosm, using the completely randomized design.
For variable release of CO2 (microbial soil respiration) used the 5x4 factorial design,
with five treatments: soil without contamination (T1); soil contaminated with diesel oil;
(T2); soil contaminated with diesel oil plus filter cake (T3); soil contaminated with
diesel fuel plus NPK (T4); and soil contaminated with plus pie diesel oil filter and NPK
(T5); and 4 periods of evaluation of CO2 accumulated sum: 1, 60, 120 and 180 days
after the soil sampling, with 3 replications. However, for total organic carbon
variables (TOC) and total petroleum hydrocarbons (HTP) remaining on the ground,
we used the factorial scheme 5x2, with the same treatments above and two
evaluation periods: 1 and 180 days after the beginning of the experiment with 3
repetitions. After 180 days of trial conduction in laboratory variables were analyzed:
release of COZ2, total organic carbon (TOC) and total petroleum hydrocarbons (HTP)
remaining in the soil.

The second experiment was carried out in ceramic reactors in a greenhouse, using
the 5x4 factorial scheme, with five treatments: (T1); (T2); (T3); (T4); and (T5); 4
evaluation periods: 1, 60, 120 and 180 days after the soil sampling, with four
repetitions. The experiment was evaluated under two conditions: with and without
forced aeration. In the second experiment the following variables were analyzed:
Forming Colonies Units (UFC), Total Organic Carbon (TOC), nitrogen (N),
phosphorus (P), Potassium (K) and Oil Total Oil (HTP) remaining in the soil.
In the first experiment it was observed that the addition of filter cake and NPK

X



fertilization significantly influenced the analyzed variables. In the treatments with the
presence of filter cake the release of CO2 was significantly higher compared to the
other treatments. It was observed that after 180 days there was a significant removal
of soil HTP, where values were obtained percentage removal of 61, 95, 75 and 88%
for treatments T2, T3, T4 and T5, respectively. In the second experiment, it was
observed that the filter cake and NPK fertilization significantly influenced the variable
soil pH, TOC, N, P and K. At 180 days was observed that the aeration increased the
removal of soil HTP. In bioreactors with sandblasting observed a removal of 51.4;
88.2; 63.5; 96.3% respectively for the natural attenuation treatments (T2),
bioaugmentation (T3) biostimulation (T4) and combination biostimulation /
bioaugmentation (T5) compared to the initial period of the experiment. On the other
hand, in the bioreactors without forced aeration values were obtained 59.9 percent
removal; 82.1; 74.1 and 86.9%. The results showed that the filter cake, as well as the
use of bioreactors with forced aeration potentiated the increased microbial activity,
and therefore contributed to the increased diesel oil biodegradation.
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1. INTRODUGAO

As industrias petroliferas sdo reconhecidas mundialmente pelo grande
potencial de contaminagdo de solo, agua, ar, e uma série de impactos ambientais
decorrentes das atividades da mesma. Estas industrias sdo responsaveis pela
geracdo de quantidades significativas de residuos solidos ao longo da cadeia
produtiva (exploragdo, produgao, transporte, processamento e distribuicdo) (ANP,
2015).

Os impactos ambientais envolvendo petrdleo e derivados sao principalmente devido
a vazamentos acidentais e a derrames em tanques de armazenagem e bombas
(Calijuru et al., 2013).

Dentre os derivados do petrdleo, o 6leo diesel € o produto mais abundante
obtido a partir do refino do petréleo bruto. (ANP, 2015). Sua composi¢ao apresenta,
basicamente, hidrocarbonetos (compostos organicos que contém atomos de
carbono e hidrogénio) e, em baixas concentragdes, enxofre, nitrogénio e oxigénio. E
um produto inflamavel, com nivel médio de toxidade, pouco volatil, sem material em
suspensao, limpido, com cheiro forte e caracteristico (Gad, 2005).

O Brasil produziu 2,469 milhdes de barris de petréleo por dia em janeiro de
2015, totalizando, aproximadamente, o recorde de 3.077 milhdes de barris de 6leo
equivalente por dia (boe/d). Dentre todos os estados brasileiros produtores, o Rio de
Janeiro concentra a maior parte da producao (77,1%), produzindo o valor estimado
de 1.663.942 barris de petroleo por dia (bbl/d) e 1.890.006 boe/d (ANP, 2015).
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Diante da crescente contaminacdo de solo através do petroleo e seus
derivados tornaram-se um foco de pesquisa relevante (Reginatto et al., 2011; Aguiar
et al., 2012; Leal et al., 2012), tendo em vista que grandes quantidades de solo e da
agua tém sido contaminadas com hidrocarbonetos totais de petroleo (TPHSs),
incluindo o dleo diesel e produtos petroquimicos, representando uma ameaca para
0s ecossistemas aquaticos e terrestres (Almeida et al., 2013; Ugochukwu et al.,
2013; Jagtap et al., 2014). Em decorréncia do aumento do numero de eventos de
vazamento descontrolados ou ilegais de petrdleo e seus derivados, muitos paises
atentam para a necessidade de desenvolverem tecnologias e medidas de
intervencao e remediagao de solos e aguas contaminadas. Estas tecnologias estao
baseadas em processos biologicos, fisicos e quimicos, a fim de reduzir a
contaminagao a um nivel seguro e aceitavel (Khan et al., 2004). Existe uma busca
por tecnologias ambientais de custo acessiveis, de facil operagdo e de riscos
reduzidos (Marques, 2007). A escolha pela tecnologia a ser aplicada consiste na
acao custo/beneficio, o que muitas vezes avalia a biorremediacdo como uma
tecnologia viavel, por apresentar valor de tratamento inferior aos fisico-quimicos ja
existentes (Trinidade, 2002).

A Dbiorremediagdo técnica € ecologicamente aceitavel para mitigar a
contaminacgao de solos de forma segura e justificavel, acelerando de forma natural a
degradagado de compostos organicos, em especial os hidrocarbonetos do petroleo,
resultando ao final CO2 e agua (Trindade, 2005, Molina- Barahona, 2004; Nakagawa
e Andréa, 2006; Silva, 2010; Chagas-Spinelli, et al., 2012).

As principais técnicas de tratamentos biologicos (landfarming, compostagem,
biopilhas e biorreatores). Podem ser realizados in-situ, ou seja, no préprio sitio
contaminado (com ou sem remoc¢ao do solo) ou ex-situ, onde o solo é removido,
tratado em estagdes de tratamento apropriadas e reposto no local de origem ou em
outro local previamente definido, dependendo de algumas condi¢des ambientais
como, temperatura, presenca de oxigénio e nutrientes, e pH (Coelho, 2005). As
combinagdes de residuos agroindustriais e fertilizantes organicos com os
macronutrientes nitrogénio e fosforo ativam a flora microbiana autéctone dos solos
(Eweis et al. 1999; Sempre et al., 2001; Torres et al., 2011).
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O nitrogénio é essencial na biossintese de proteinas e acidos nucleicos pelos
microrganismos. O fésforo € um componente vital dos acidos nucleicos, dos
fosfolipidios que compdem as membranas celulares e também desempenha um
papel central no processo de transferéncia de energia dentro da célula. Tonini et al,
(2010). De esta maneira, o uso de nutrientes ricos em nitrogénio e fésforo pode
acelerar ou estimular a biodegradagao de oleo diesel.

Na safra 2014/2015 da regiao Centro-Sul do Brasil aponta para uma moagem
de 571,34 milhdes de toneladas de cana-de-agucar, produzindo aproximadamente
171,4 milhdes de toneladas de torta de filtro. (UNICA, 2015).

Santos et al., (2012) apresentam a torta de filtro de cana-de-agucar, um

subproduto do processamento da industria acucareira , constituida de uma mistura
de bagago moido e lodo da decantagao, proveniente do processo de clarificacdo do
caldo produzida na proporgao de 20 a 40 quilos por tonelada de cana, apresentando,
em média, 75% de umidade, utilizada como alternativa para manutencdo da
fertilidade do solo, capaz de aumentar a disponibilidade de nitrogénio, fésforo e
célcio, a capacidade de troca catiénica (CTC), diminuir os teores de Al trocavel do
solo, promove a redugao da densidade aparente do solo e o aumento da porosidade
total do solo; aumenta a atividade microbiolégica e adicdo de novos micro-
organismos, diversificando a flora e a microflora do solo e pode aumentar a
capacidade de reter maiores quantidades de agua. Mas, este subproduto oriundo da
fabricacdo de alcool e agucar pode ser uma fonte poluidora se usada de forma
inadequada, Schneider et al. (2012). Por todas estas caracteristicas é que se utilizou
a torta de filtro como um estruturante neste trabalho.
Foi realizada uma etapa de investigagcao preliminar de caracterizagdo do solo sem
contaminagao e contaminado, assim como da torta de filtro de cana-de-agucar. Os
experimentos de biodegradagdo envolveram duas etapas: ensaios em microcosmos
e em reatores de ceramica.

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho avaliou o potencial da
utilizacdo da torta de filtro de cana-de-acucar e NPK no processo de biorremediacao
de solos contaminados com hidrocarbonetos de petréleo, em microcosmos e

reatores pilotos, na presencga ou auséncia de areacéao forcada.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Petréleo: Origem e Composicao

Ao longo da histéria da Terra, grande quantidade de organismos animais e
vegetais foi, lentamente, se depositando no fundo dos lagos e mares. Pela agao do
calor e da presséao, provocada pelo seguido empilhamento das camadas geoldgicas,
estes depdsitos organicos foram transformados, face as reagdes termoquimicas, em
petréleo (6leo cru e gas). A utilizagdo mais intensa do petréleo comegou por volta de
1847, quando um comerciante de Pittsbourg (Pensilvania, EUA) comecou a
engarrafa-lo e vendé-lo como lubrificante (Rizzo et al., 2006).

O petrdleo bruto possui em sua composicdo uma cadeia de hidrocarbonetos,
cujas fragdes leves formam os gases e as fragbes pesadas do oleo cru. Por isto, o
petroleo € definido como uma mistura complexa de hidrocarbonetos sélidos, liquidos
e gasosos (Rizzo et al., 2006).

A maior parte é constituida por alcanos e hidrocarbonetos aromaticos, e em
pequena quantidade por compostos organicos contendo enxofre, nitrogénio e
oxigénio, assim como baixas concentragbes de compostos organicos metalicos,
principalmente niquel e vanadio (Fetter 1993; Pedrozo et al., 2002). A composigao
global do petréleo de acordo com (Zilio e Pinto, 2002) pode ser definida pelo teor de:
* hidrocarbonetos saturados, que compreendem alcanos de cadeia normal e
ramificados (parafinicos) e cicloalcanos (nafténicos);
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* hidrocarbonetos aromaticos, que incluem moléculas aromaticas puras, cicloalcano-
aromaticos, (naftenoaromaticos) e, usualmente, compostos ciclicos de enxofre;

* resinas e asfaltenos, que sdo componentes policiclicos, de alto peso molecular,
compreendendo atomos de nitrogénio, enxofre e oxigénio.

O petréleo € uma fonte energética que causa um dos maiores impactos ao
longo de todo o seu ciclo, que vai desde a extragao até o consumo final (como as
emissdes dos veiculos e as atividades industriais) (Galdino et al., 2004).

A alta proporgao de carbono e hidrogénio existente no petréleo mostra que
os hidrocarbonetos podem variar de 50 — 98% de sua composi¢cado, sendo 0s seus

principais constituintes (Galdino et al., 2004).

2.2. Oleo diesel composigao/ obtencao

O dleo diesel € um combustivel féssil, derivado do petrdleo, muito utilizado
para movimentar maquinas de grande porte. O 6leo diesel € o combustivel mais
usado no Brasil, provém da destilagdo do petroleo, e utilizado para gerar energia e
movimentar motores de combustao interna e ignigdo por compressao (motores do
ciclo diesel), tais como: trator, caminhdo, automoveis de passeio, furgdes, Onibus,
caminhdes, pequenas embarcagdes maritimas, locomotivas, navios, etc. (ANP,
2014).

Formado basicamente por hidrocarbonetos (compostos quimicos constituidos
por atomos de hidrogénio e carbono), também possui em sua composigcdo uma
pequena quantidade de oxigénio, nitrogénio e enxofre. O diesel € um liquido
amarelado e viscoso, limpido, pouco volatil, de cheiro forte e marcante e com nivel
de toxicidade mediano (DEMEC, 2013). O diesel € um combustivel mais “pesado”
que a gasolina e sendo formado por cadeias carbbnicas de 6 a 30 atomos, essas

caracteristicas também conferem menor volatilidade e menor solubilidade em agua.
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Figura 1. (A) oleo diesel normal S50 ou S 10; e (B) dleo diesel colorante vermelho
(S500).

O éleo diesel S50, amarelo claro, ndo pode ter corante algum. E o combustivel
com o menor teor de enxofre comercializado atualmente no Brasil. Possui, no
maximo, 50 mg kg de enxofre. (Figura 1 A). Por outro lado, o ¢leo diesel S500,
com coloragao avermelhada, tem teor de enxofre maximo de 500 mg/kg. (Figura 1B).

O dleo diesel extra-aditivado contém aditivos com objetivo de manter limpo o
sistema de alimentacdo de combustivel, reduzir o desgaste dos bicos injetores,
proporcionar maior prote¢ao anticorrosiva a todo o sistema de alimentacao, além de
aumentar a vida util do motor (ANP 2014).

O dleo diesel de referéncia é produzido, especialmente, para as companhias
montadoras de veiculos a diesel, que o utilizam como padréo para a homologacéo,
ensaios de consumo, desempenho e teste de emisséo.

O dleo diesel tipo "Metropolitano”, como o proprio nome indica, € utilizado nas
regides com as maiores frotas em circulagdo, em geral nas capitais que requerem

maior controle das emissdes (ANP 2014).

DESTILAGAD RESIDUO

DEST DESTILAGAO | RESIDUO DE
ATMOSFERICA  ATMOSFERICO

FETROLED .WB..\"iC.U‘.J VACUO

IND0OI 30 S0T0SVD

0121034 30
IA10T10

Figura 2. Esquema de refinagcdo para produgéo de 6leo diesel (Alves, 2006).

Na (Figura 2) é mostrado esquema genérico do processo de produgédo do
Oleo diesel. A partir do refino do petréleo obtém-se, pelos processos de destilagao
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atmosférica, cragueamento catalitico fluido as fragdes denominadas de gasoleos,
basicas para a produgcdo de o6leo diesel (Alves, 2006). Para eliminagdo de
contaminantes (compostos de enxofre e nitrogénio, principalmente) partes dos
gasotleos € tratada quimicamente com hidrogénio no processo denominado
hidrotratamento.

A producao de 6leo diesel é feita a partir do refino do petréleo, pelo processo
inicial de destilagao fracionada, a temperatura entre 260°C e 340°C. (ANP, 2013).

O dleo diesel pode ser classificado de acordo com sua aplicagao sendo elas:
+ Extra Diesel Aditivado;

* De referéncia (também chamado diesel padr&o);

* Tipo "Metropolitano" (maximo de 0,05% de enxofre);

* Tipo "Interior" (maximo 0,2% de enxofre).

De acordo com Mariano, (2008), a maior fragcdo do O6leo diesel ndo é
caracterizada por que a maioria dos componentes ndo pode ser resolvida e eles
aparecem nos cromatogramas como “picos”, que €& chamado de "unresolved
complex mixture (UCM) ou Mistura Complexa ndo Resolvida (MCNR)", a qual
presumidamente inclui alcanos ciclicos e ramificados e produtos de transformacdes
polares. Os hidrocarbonetos resolvidos de petroleo sdo chamados de (TRH) sigla
que advéem de “total resolvable hydrocarbons” e o TPH € a soma do TRH e UCM. Os
TRH sao hidrocarbonetos n&do degradados, e eles aparecem como picos nos

cromatogramas.

2.3. Biorremediagao

Existem varias tecnologias utilizadas na remediacdo de ambientes
contaminados com hidrocarbonetos (Tabela 1). No entanto, dentre as novas
estratégias para conter o impacto ambiental causado por acidentes e derrames de
combustiveis, a biorremediacdo desponta como a menos agressiva e mais
adequada para a manutencgéo do equilibrio ecoldgico (Leahy e Colwell, 1990; Wang,
et al., 2012; Chagas-Spinelli, et al., 2012).

A biorremediacao é uma técnica de despoluicdo de ambientes contaminados
baseada na aceleragdo do processo natural de biodegradagdo de determinadas
substéncias no meio ambiente. O processo depende de algumas condigdes
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ambientais como, temperatura, presenga de oxigénio e nutrientes, e pH (Coelho,
2005).

Em decorréncia dos crescentes casos de contaminagdo do solo e aguas
subterraneas é necessario buscar alternativas para minimizar os impactos causados
pelo agente contaminante. Estas sdo tecnologias remediadoras que envolvem
processos fisicos, quimicos e bioldgicos, de modo a atuar na retencéo, imobilizagéo,
remogao ou destruicdo destes contaminantes (Khan et al., 2004; Costa, 2011).
Essas tecnologias tém sido estudadas e discutidas por varios autores na literatura.

A técnica de biorremediagcdo comecgou a ser mais utilizada com a finalidade de
tratar solos e aguas subterraneas, por se tratar de uma tecnologia inovadora, viavel
e eficaz na remediacdo de ambientes contaminados com compostos organicos de
dificil degradacao (Oliveira et al., 2007). Ela pode ser considerada uma tecnologia
atrativa por conduzir a biotransformagdo parcial ou completa de muitos
contaminantes orgénicos a biomassa microbiana e ao produto final inoculado estavel
(Haritash e Kaushik, 2009; Tonini et al., 2010). A mesma tem sido considerada
ambientalmente mais segura, menos onerosa e agressiva, e mais adequada para
manter o equilibrio ecolégico quando comparada aos processos de tratamentos
fisico-quimicos (Semple et al., 2001., Gaylarde et al., 2005).

Tabela 1. Técnicas empregadas na remediagdo em solos contaminados com
hidrocarbonetos.

Métodos Técnicas
Co-processamento
De sorgao térmica

Extracao por solvente

Solidificagao
Atenuacao natural
Bioestimulo
Bioaumento
Biopilhas
Biorreatores
Compostagem
Landfarming
Fitorremediacao

Quimico - Fisico

Biologico

Fonte: Van Hamme et al. (2003).
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A biorremediagdo, técnica de limpeza usa microrganismos oOu processos
microbianos para reduzir a concentragdo e/ou a toxicidade de determinados
poluentes acelerando o processo de biodegradacao (Atlas, 1981). Portanto, pode-se
considerar que a biorremediagao é a otimizagdo da biodegradacéo, sendo que esta
aceleracao pode ser de trés principais tipos:

» Bioestimulo (adic&o de fertilizantes);
» Bioaumento (introdugédo de microrganismos);
» Biorremediagao intrinseca (atenuagao natural monitorada).

A utilizagao da técnica de biorremediacao foi descoberta através de pesquisas
que investigavam a degradacéo de hidrocarbonetos no ambiente natural, nas quais
foram identificados alguns microrganismos capazes de usar tais hidrocarbonetos
como fonte de carbono e energia (Zobell, 1946; Atlas, 1981). Entretanto, somente
apdés a analise dos fatores bidticos e abidticos envolvidos no processo de
biodegradagdo, a técnica passou a ser aplicada na limpeza de ambientes

contaminados por petréleo e seus derivados (Lindstrom et al., 1991).

2.4 Tecnologias de biorremediagao

As técnicas de biorremediacao podem ser classificadas segundo o tratamento
e a fase utilizada. De acordo com o local de tratamento, as técnicas de
biorremediagcdo sdo denominadas in situ e ex situ. Essas técnicas devem levar em
conta os poluentes, o custo dos processos e, principalmente, a concentragao final do
contaminante, o término do tratamento, que deve ser como aceitavel para o tipo de

residuo e para o uso futuro da area.

A biorremediagao in situ € uma técnica que visa tratar o solo no local da
contaminacgao utilizando-se de tecnologias que vao desde a introdugéo de oxigénio e
nutrientes até a adicdo de organismos selecionados para cada tipo de contaminante.

Neste caso ndo ha remocdo de material contaminado evitando custos e
disturbios ambientais associados com o movimento de solos e aguas. Os produtos
finais de uma biorremediagdo efetiva sdo agua e gas carbbnico, que nao

apresentam toxicidade para os organismos Vivos.
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De acordo com parédmetros como origem dos microrganismos, adigdo ou nao
de nutrientes, a biorremediacao in situ pode ser realizada através de trés processos:
biorremediacgao intrinseca, bioestimulo ou bioaumento (Atlas, 1997).

Em se tratando da biorremediacao ex situ de solos contaminados por
atividades petroliferas existem varias técnicas de biorremediagdo: landfarming,
biopilhas e diferentes tipos de biorreatores (Berger, 2005; Coelho, 2005). Os
processos de biorremediagao ex situ podem ser realizados com unidades moveis no
local de descontaminagao (on-site) ou em estagdes fixas de tratamento (off-site).
Estas técnicas produzem resultados mais rapidos, sdo mais faceis de controlar e
apresentam uma maior versatilidade para o tratamento de grande numero de
contaminantes e tipos de solo. Todavia, requerem a remoc¢ao do solo contaminado
antes da biorremediacdo acontecer, o que impreterivelmente eleva o custo do
tratamento (Abbras, 2003).

As biopilhas sdo conhecidas como biocélulas ou pilhas compostas, sendo
usadas para reduzir as concentragdes de constituintes do petréleo em solos
escavados, através do uso da biodegradacdo. Esta tecnologia envolve o
empilhamento de camadas de solo e a estimulagdo da atividade microbiana do solo
pela aeragdo e/ou adigdo de minerais, nutrientes e umidade (Jorgensen, et al.,
2003).

A utilizagdo do oxigénio tem como objetivo estimular o crescimento e a
reprodugao das bactérias aerdbicas que degradam os constituintes do petroleo. As
biopilhas sao aeradas forgando-se o ar a se mover por meio da injecdo ou extragéo
através de tubos perfurados colocados por toda a pilha.

Muitos contaminantes organicos tém sido reduzidos com a utilizagcdo de
biorremediagéo através das biopilhas (Jorgensen et al., 2003). Esta tecnologia tem
demonstrado funcionar com sucesso especialmente para os hidrocarbonetos
petroliferos, hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA) e cloretos.

Landfarming é uma tecnologia de superficie de remediagdo do solo, onde o
solo contaminado é escavado em camadas finas e espalhado sobre a superficie do
terreno onde ocorre a estimulagdo da atividade microbiana aerdbica por intermédio
da aeragédo e/ou adigcdo de minerais, nutrientes e umidade (Azevedo, 2006). Esta

técnica € empregada com elevada eficiéncia no tratamento de rejeitos industriais,
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especialmente na industria petroquimica. O rejeito € misturado ao solo por aragéo e
dragagem e as condigdes fisico-quimicas do solo (agua, aeracédo e nutrientes) sao
monitoradas para maximizar a atividade heterotrofica.

Esta foi a primeira técnica ex situ aplicada em grande escala e surgiu nos
EUA. O processo pode ser aplicado com grande sucesso quando o material é
contaminado com substancias de facil degradagdo aerdbica (Berger, 2005).
Entretanto, a quantidade de residuo a ser aplicada é determinada pelo indice de
toxicidade, e desde que uma taxa desejavel de atividade da camada reativa do solo
esteja sendo mantida, o teor de metais sé é controlado porque ele proprio pode
interferir nesta atividade (Dal Forno, 2006).

Os biorreatores tém como diferencial o tratamento em um espaco confinado,
o reator. A sua aplicagdo apresenta como maior vantagem o facil controle de
degradagéao bioldgica que permite um tratamento rapido e eficaz. As concentracdes
de oxigénio e de nutrientes, o teor de agua, a temperatura e o pH sdo monitorados in
situ e podem ser regulados de forma eficiente.

Basicamente diferenciam-se dois tipos de reatores: biorreatores do tipo a
seco e biorreatores do tipo suspens&o (slurry bioreactors) (Berger, 2005). Este
ultimo baseia-se na principal tecnologia eletrénica utilizada no processo de
biodegradagao: aerdbio (oxigénio molecular), anodxica (nitrato e de alguns metais
cations), anaerobio (sulfatos-redutores, metanogénicos, fermentagédo), ou misto ou
combinado de elétrons (Gonzalez et al., 2008).

Nesta técnica, nutrientes e outros aditivos, tais como agentes neutralizantes,
surfactantes, dispersantes, e co-metabdlitos podem ser oferecidos para melhorar
caracteristicas e taxas de degradagdo microbiana. Microrganismos nativos podem
ser utilizados ou acrescentados no biorreator ou podem ser adicionados
continuamente para manter niveis adequados de biomassa.

O mecanismo fundamental do tratamento em biorreatores é a degradagao
natural por populagdes enddégenas bioestimuladas e/ou microrganismos adicionados
(bioaumento). Os biorreatores normalmente apresentam eficacia na remediagéo de
solo contaminado com hidrocarbonetos de petrdleo (6leo, gasolina, diesel), sendo
frequentemente utilizados na degradagao de compostos altamente recalcitrantes tais
como organoclorados e HPA (Lalli e Russel, 1996; Lima, 2004; Silva, 2010).
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A remediacao natural € um processo que se baseia em fatores naturais para
remogao ou contengdo de contaminantes. Este processo vem ganhando maior
aceitacdo em locais contaminados por derramamentos de derivados de petréleo.
Esta forma de aplicagao refere-se aos processos fisicos, quimicos e biolégicos que
facilitam o processo de remediagdo de maneira global (Mariano, 2006).

Neste tipo de atenuagdo ndo é utilizada nenhuma acédo de tratamento, ela
esta baseada basicamente no monitoramento do deslocamento. Dados obtidos em
pesquisas de campo comprovam que a atenuacgao natural limita o deslocamento dos
contaminantes e, portanto, diminui a contaminagdo ao meio ambiente (Corseuil e
Marins, 1998).

A biodegradacao se baseia na capacidade dos microrganismos autoctones
degradarem contaminantes que eventualmente tenham sido derramados em
subsuperficie sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas de remediagao
(Mariano, 2006).

Quando se trata dos hidrocarbonetos ocorre essencialmente uma reacéao de
oxirredugao, onde este é oxidado e um aceptor de elétrons é reduzido. Ha varios
compostos que podem agir como aceptores de elétrons, tais como o oxigénio (O2),
nitrato (NO3°), 6xidos de ferro [Fe(OH)s], sulfato (SO4?), agua (H20) e didxido de
carbono (CO2).

A seguinte sequéncia de preferéncia de utilizacdo desses aceptores foi
observada por Corseuil e Alvarez (1996): oxigénio > nitrato > oOxidos de ferro >
sulfato > agua.

A bioventilacdo € uma tecnologia que aumenta a biodegradagao natural dos
hidrocarbonetos de petrdleo mediante o fornecimento de oxigénio aos
microrganismos presentes no solo. Utiliza baixa vazao de ar, suficiente apenas para
manter a atividade microbiana. Na maioria dos casos, o oxigénio é suprido pela
injecdo direta de ar na agua e no solo contaminado, onde ocorre também a
biodegradagao dos compostos organicos volateis que se movem lentamente através
do solo biologicamente ativado (Azevedo, 2006).

Esta técnica tem um histérico em tratamento de degradagédo aerobica de
contaminantes, como os combustiveis. Na bioventilagcdo aerdbica, solos

contaminados com baixas concentragcbes de oxigénio sado tratados através do
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fornecimento de oxigénio para facilitar a biodegradagdo microbiana aerdbia. O
oxigénio € normalmente introduzido pela inje¢do de ar em pogos que empurram o ar
do subsolo (EPA, 2006). Além disso, sao utilizados, principalmente, para tratar a
biodegradagao aerdbia de contaminantes, como os compostos organicos volateis e
hidrocarbonetos.

O bioaumento ocorre pela adicdo de microrganismos especificos em regides
impactadas e adaptados em laboratério as condigdes ambientais. Ao usar essa
técnica, faz-se a avaliagdo dos microrganismos presentes no ambiente,
identificando-se os degradadores de 6leo. Em seguida, através de biorreatores
estimula-se em laboratério o crescimento microbiano das espécies de interesse e,
posteriormente, injeta-se o “pool” de microrganismos no local contaminado com o
objetivo de aumentar a populagdo microbiana, responsavel pela degradagao do d6leo
(Rosa, 2003). Entretanto, a aplicagdo do método na descontaminagcdo de ambientes
costeiros ndo se mostrou suficientemente eficaz, devido a atuagcdo de processos
intempéricos, correntes marinhas, ventos, ondas, chuvas e competicbes
microbianas, que influenciam diretamente na utilizagcado dessa técnica (Atlas, 1981).

A adigéo de culturas mistas de microrganismos autoctones tem como objetivo
aumentar a taxa e/ou a extensao da biodegradacéo, pois, normalmente, a populagao
autéctone ndo esta adaptada, e nem é capaz de degradar toda a gama de
substratos presentes em uma mistura complexa como o petréleo (Souza, 2003).
Culturas mistas sdo produzidas com microrganismos coletados de regides
contaminadas, mas para isso tém-se alguns critérios para a escolha destes
microrganismos como a habilidade de degradar a maioria dos componentes do
petréleo, boa estabilidade genética, elevado grau de atividade enzimatica,
capacidade de competir com o0s microrganismos autéctones, manutengdo da
viabilidade das células durante a estocagem, auséncia de patogenicidade e
crescimento rapido no meio ambiente natural. Apds o isolamento, os microrganismos
sdo bioaumentados em laboratério e estocados (Hoff, 1993; Souza, 2003).

O bioestimulo é a aceleracédo da reproducao microbiana e de suas atividades
metabolicas, pela adicdo de oxigénio, agua e nutrientes ao meio ambiente

contaminado (Rosa, 2003). No bioestimulo de populagbes de microrganismos
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autéctones com o objetivo de aumentar as taxas de biodegradagdo é
frequentemente empregada em projetos de biorremediagao (Atlas, 1997).

Para se utilizar o processo de bioestimulacdo, deve-se demonstrar que existe
no local contaminado uma populagdo natural de microrganismos capazes de
biodegradar os contaminantes presentes e que as condigbes ambientais s&o
insuficientes para se obter altas taxas de atividade microbiolégica dessa populagao
(Mariano, 2006).

Durante o bioestimulo existem fatores limitantes, como nutrientes e aceptores
de elétrons, que estimulam o metabolismo e a velocidade de crescimento dos
degradadores, o que acelera as taxas de biodegradacdo em condi¢gdes ambientais
favoraveis. A adicdo de nutrientes em ambientes contaminados permite a
degradagao mais rapida e eficaz dos hidrocarbonetos por parte dos microrganismos

nativos (Vallejo et al., 2005).

2.5. Compostagem

O termo compostagem esta associado ao processo de tratamento dos
residuos organicos, sejam eles de origem urbana, industrial, agricola e/ou florestal.
De acordo com Pereira Neto (1996), a compostagem € definida como um processo
aerobio controlado, desenvolvido por wuma populagdo diversificada de
microrganismos, efetuada em duas fases distintas: a primeira quando ocorrem as
reagdes bioquimicas mais intensas, predominantemente termofilicas; a segunda, ou
fase de maturacdo, quando ocorre o processo de humificagdo. A compostagem é o
processo de decomposicao e estabilizagdo bioldgica dos substratos orgénicos, onde
ocorre 0 processo de oxidagao biolégica através do qual os microrganismos
decompdem os compostos constituintes dos materiais liberando didxido de carbono
e vapor de agua. Apesar de ser considerada um processo aerdbio, a compostagem
€ também referida como um processo biolégico de decomposicdo aerdbia e
anaerobia, sendo realizada em sua quase totalidade por processos aerobios (Kiehl,
1998).

No processo de compostagem a energia produzida pelos microrganismos
promove um incremento de temperaturas. Quando essas se encontram superiores a

40°C comegam a predominar os microrganismos termofilicos, responsaveis pela
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decomposicdo acelerada da matéria organica. Nessa fase as temperaturas
ultrapassam os 55°C, promovendo a eliminagdo dos microrganismos patogénicos
para 0os humanos ou para as plantas. Acima dos 65 °C a maioria dos
microrganismos sera eliminada, incluindo aqueles que sdo responsaveis pela
decomposicdo, necessitando assim, controlar a temperatura com umidade e

aeragdo, mantendo em niveis desejados (Pereira Neto 1987).

De forma genérica, os materiais vegetais frescos e verdes tendem a ser mais
ricos em nitrogénio do que os materiais secos e acastanhados. Nota-se que o verde
resulta da clorofila que tem nitrogénio, enquanto que o castanho resulta da auséncia
de clorofila. No caso das folhas, a senescéncia (em que se verifica o
amarelecimento das folhas devido a degradagcdo da clorofila) estd associada a
remobilizagao do nitrogénio das folhas para outras partes da planta.

Os materiais utilizados para a compostagem podem ser divididos em duas
classes: a dos materiais ricos em carbono e a dos ricos em nitrogénio.

Entre os primeiros pode considerar os materiais lenhosos como a casca, as
folnas e os galhos de arvores, as aparas de madeira, as podas dos jardins, as
palhas e os fenos, e o papel. Entre os ultimos incluem-se as folhas verdes, estrumes
animais, urinas, solo, restos de vegetais horticolas, ervas, etc. também pode citar os
residuos da agroindustria de processamento de produtos de origem vegetal (frutas,
oleaginosas, fibrosas, madeireiras, etc.) e origem animal (laticinios, avicultura de
corte, aquicultura, etc.) apresentam em suas composigdes diferentes constituintes,
que abrem muitas oportunidades de agregacgéo de valor pela aplicagédo do conceito

de biorrefinaria.

2.6. Cana-de-agucar e torta de filtro

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de cana-de-agucar, voltada
para a producao de agucar, etanol e derivados. Na safra 2014/15 a area cultivada
com cana-de-agucar que foi colhida e destinada a atividade sucroalcooleira é de
9.004,5 mil hectares, distribuidas em todos os estados produtores, com uma
producao total de cana-de-acucar moida de 634,8 milhdes de toneladas, a producao

de acucar foi de 35,56 milhdes de toneladas e etanol de 28,66 bilhdes de litros.
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Gerando aproximadamente 19,04 milhdes de toneladas de torta de filtro (CONAB,
2015).

A torta de filtro € composta por uma mistura de bagago moido e lodo da
decantacao provenientes do processo de clarificacdo do agucar ou filtracdo do caldo
extraido das moendas e apresenta elevado teor de umidade (75%), matéria
organica, macro e micronutrientes (Tabela 2).

Tabela 2. Composigcao quimica aproximada de 100 gramas de torta de filtro.

NUTRIENTE Nunes Junior (2008) Santos et al. (2010)
C% 44,5 - 49,1 33,09
Matéria Organica g Kg-' 77 -85 57,25
N % 1,1-14 1

P g Kg"' 10,4 - 25,5 3,3
K g Kg"! 3,0- 9,6 4,6
Mg g Kg™' 1,5-5,6 2,5
S g Kg™! 2,70 - 2,96 7,2
Ca g Kg“' 40,7 - 54,6 9,1
Bm mg Kg"! 40 - 80 124
Zn mg Kg-"! 150 - 200 282
FE mg Kg"' 80 - 120 233
CIN 40,3 - 35,07 33

A composicdo da torta de filtro varia de acordo com diversos fatores:
variedade de cana, tipo de solo, maturacdo da cana, processo de clarificacdo do
caldo e outros.

No processamento da cana-de-agucar sdo produzidos, para cada tonelada de
cana moida, cerca de 30 kg de torta de filtro, 240 kg de bagago de cana (Dematé,
1992).

Muitos dos subprodutos da cana-de-agucar ndo sao desperdigados. O bagaco

€ utilizado para a produgao de energia, enquanto que a vinhaga (rica em potassio) e
a torta de filtro sdo utilizadas como fertilizantes nas préprias plantagdes de cana.
(Vitti, 2006; Santos et al., 2012).
Entre os efeitos da torta de filtro sobre as propriedades quimicas do solo, o0 aumento
sobre disponibilidade de nitrogénio, fésforo e calcio, a CTC e a diminuigdo nos
teores de Al trocavel, merecem destaque (Nunes Junior, 2008; Santos et al., 2012;
Barros et al., 2014).
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Em trabalhos de (Eweis et al. 1999, Semple et al. 2001) a mistura de torta de
filtro com os macronutrientes nitrogénio y fésforo, melhora a aeragdo, porosidade e

ativa a flora microbiana nativa nos solos.

2.7. Microrganismos e fatores que limitam a biodegradacao

Sdo0 considerados como prova potencial para o monitoramento de
hidrocarbonetos de solo contaminado a atividade respiratdria do solo, a biomassa /
contagem de microrganismos e bioluminescéncia microbiana (Van Beelen e
Doelman, 1997). As contagens microbianas em geral, diminuem depois que o solo
esta contaminado, mas podem ser maiores se nao for um processo de
biodegradagdo do contaminante. A atividade respiratéria tem sido principalmente
utilizada para controlar a remocéao de pesticidas, mas a remoc¢ao de hidrocarbonetos
nao pode ser representativa, porque o processo bioldgico pode ser devido a
decomposicdo de outros compostos organicos presentes no solo. Esta atividade é
medida, normalmente, através da respirometria por titulagdo do CO2 gerada durante
a respiragcao microbiana (Dawson et al., 2007; Terekhova, 2010). (Wang et al., 2010)
trabalhando com solo tratado termicamente, contaminados com hidrocarbonetos,
onde aplicou-se varios testes toxicolégicos para avaliar o sucesso do seu
tratamento, observaram que as concentragbes residuais de 600 mg kg’ podem
diminuir a respiracao microbiana.

As variaveis ambientais podem afetar o processo de biodegradagcdo em
diferentes niveis, de forma a influenciar o crescimento e a atividade microbiana,
além das propriedades fisicas e quimicas dos poluentes (Moreira e Siqueira, 2006).
Dentre estas se destacam: a estrutura quimica e concentracido do poluente, as
condigbes ambientais e substrato, como pH, umidade, nutriente, teor de oxigénio
dissolvido e potencial redox.

O solo contaminado normalmente é deficiente em nutrientes necessarios ao
crescimento e a manutengédo dos microrganismos. O balanceamento dos principais
macronutrientes (carbono, nitrogénio e fosforo) € primordial ao crescimento celular.
Enquanto o N é constituinte de proteinas, acidos nucleicos e componentes da
parede celular, o P ocorre na forma de fosfatos inorganicos e interfere, sobretudo, na

geracgao de energia (adenosina trifosfato — ATP), da qual dependem para realizar as
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sinteses celulares (Cunha, 2008). Diferentes relacbes C:N:P sdo sugeridas,
entretanto, as mais utilizadas sdo 100:10:1 (Riser-Roberts, 1998). Tal relagédo foi
deduzida a partir da decomposicao, que € de 50% de C, 14% de N e 3% de P da
massa seca, que resulta em uma relacdo de C:N:P de 50:14:3, expressa em
miligramas (mg). Com a incorporagdo de 40% de C na biomassa, uma relagcéo
teodrica seria 120:14:3 em mg ou 100:10 em molar (Moreira e Sequeira, 2006). A
disponibilidade de oxigénio no solo depende das taxas de consumo realizadas pelos
microrganismos, do tipo de solo, da saturacéo e da presencga de outros aceptores
que podem ser utilizados concomitantemente ao oxigénio (Leahy e Colwell, 1990).
As reagbes biodegradativas também podem ocorrer em ambientes andxicos e com
subcondi¢cbes anaerdbicas, permitindo que a redugdo e possivel degradacgao
ocorram tendo nitrato, sulfato e didéxido de carbono como aceptores de elétrons.
Compostos como os hidrocarbonetos clorados, BTEX, o naftaleno e o acenaftaleno,
também s&o degradados na auséncia do oxigénio (Rosato, 1997; Oudit, 1998).

A biodegradacao de hidrocarbonetos de petrdleo ocorre devido a reagéo de
oxirredugao, onde o hidrocarboneto é oxidado (doador de elétrons) e um aceptor de
elétrons é reduzido. Varios compostos podem atuar como aceptores de elétrons, tais
como oxigénio, nitratos, oxidos de ferro, sulfatos, agua e didéxidos de carbono, sendo
esta a sequéncia preferencial de utilizacdo. Geralmente, a velocidade de oxidacao
dos hidrocarbonetos é mais elevada para os aceptores de elétrons com potencial de
oxidacao mais elevado (Corseuil e Alvarez, 1996).

A temperatura € um fator de extrema importancia na promog¢ao da atividade
metabdlica microbiana, pois pode influenciar tanto nas reagbes fisioldgicas das
células quanto nas caracteristicas fisico-quimicas do ambiente (volume de solo
potencial de oxirreducgdo, pressao, tensado superficial, estrutura da agua). A taxa de
degradagao enzimatica e o metabolismo microbiano, de forma empirica, tém seus
valores duplicados a cada aumento de até 10°C, a partir da qual se verifica efeito
inibitério para a maioria dos micro-organismos. Em temperaturas elevadas, as
proteinas microbianas podem ser irreversivelmente danificadas, provocando
interrupgdes das fungdes da ceélula. Ressalta-se que os microrganismos termdfilos
capazes de suportar altas temperaturas estdo presentes em quantidades inferiores

quando comparados aos mesdfilos, os quais atuam em temperatura ambiente
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(Millioli, 2009). Segundo (Miroslav et al., 1996) a faixa de 30 a 40°C é considerada
ideal na biodegradagao dos hidrocarbonetos de petrdleo.

Os microrganismos degradadores devem estar presentes em numero
suficiente para serem capazes de metabolizar os hidrocarbonetos e os produtos
intermediarios da degradacao (Wise et al., 2003). Quando o contaminante encontra-
se em altas concentragdes no solo, a atividade microbiana pode ser inibida devido
aos efeitos toxicos sobre 0os microrganismos.

Devido a influéncia de varios fatores bioticos e abidticos no metabolismo dos
microrganismos, (Rizzo et, al., 2006) enfatizaram o emprego de biorreatores como
uma alternativa interessante e promisséria para o tratamento de solos
contaminados, especialmente os de natureza argilosa, que, por possuirem baixa
permeabilidade, podem apresentar dificuldades para a incorporagdo de oxigénio e
nutrientes. Ainda de acordo com esses autores, a aplicabilidade das técnicas de
ladfarming, biopilhas e compostagem muitas vezes sao inviabilizadas devido a
limitagdes geograficas da area contaminada, dificuldades operacionais e condi¢des

climaticas, o que torna o uso de biorreatores ainda mais interessante.
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3. TRABALHOS

3.1. BIORREMEDIAGAO “EX SITU” DE UM SOLO TROPICAL CONTAMINADO
POR DERRAMAMENTO DE OLEO DIESEL("

Fernando Reynel Fundora Tellechea@; Marco Anténio Martins®); Alexsandro Araujo da Silva® ;

Emanuela Forestieri da Gama-Rodrigues®);) Meire Lelis Leal Martins(®

RESUMO

O petroleo é reconhecido mundialmente pelo seu grande potencial de
contaminagao do solo, da agua e do ar. Dentre seus derivados, o Oleo diesel € o
produto mais abundante obtido a partir do refino do petréleo bruto. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o potencial da utilizacdo da torta de filtro de cana-de-
acucar e da adubagdo com NPK na biorremediacdo de um solo contaminado com
oleo diesel. O solo utilizado foi coletado, no mesmo dia, em uma area onde ocorreu
um derramamento de dleo diesel, apdés um acidente com um caminhdo tanque no
transporte do produto. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado. Para a variavel liberagdo de CO:2 (respiragdo microbiana do solo)
utilizou-se o esquema fatorial 5x4, sendo 5 tratamentos: solo sem contaminagéo

(T1); solo contaminado com dleo diesel; (T2); solo contaminado com dleo diesel
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mais torta de filtro (T3); solo contaminado com odleo diesel mais NPK (T4); e, solo
contaminado com Oleo diesel mais torta de filtro e NPK (T5); e, 4 periodos de
avaliacao da somatéria de CO2 acumulado: 1, 60, 120 e 180 dias apds coleta do
solo, com 3 repeti¢cdes. Entretanto, para as variaveis carbono organico total (COT) e
dos hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP) remanescente no solo, utilizou-se o
esquema fatorial 5x2, sendo os mesmos tratamentos acima e 2 periodos de
avaliacao: 1 e 180 apds inicio do experimento, com 3 repeti¢cdes. A adicdo de torta
de filtro e adubagdo com NPK influenciaram significativamente as variaveis
analisadas. Nos tratamentos com a presenga de torta de filtro (T3 e T5) a liberagao
de CO: foi significativamente maior quando comparada aos demais tratamentos.
Observou-se que aos 180 dias ocorreu uma remogao significativa de HTP do solo,
onde foram obtidos valores percentuais de remocao de 61,95, 70,08, 68,18 e 75,88
para os tratamentos T2, T3, T4 e T5, respectivamente, quando comparados ao
periodo inicial (tratamento T1). Os resultados demostraram que a presencga da torta
de filtro aumentou significativamente a atividade microbiana, e, portanto, contribuiu

para o aumento da biodegradacéo do 6leo diesel.

Palavras-chave: petréleo, respiragao microbiana, torta de filtro de cana-de-acgucar.
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EX SITU BIOREMEDIATION OF TROPICAL SOIL CONTAMINATED AFTER A
DIESEL FUEL LEAK

ABSTRACT

This study evaluated the use of sugarcane filter cake and NPK fertilization in
the bioremediation of a soil contaminated with diesel fuel using a completely
randomized design. Five treatments (uncontaminated soil, T1; soil contaminated with
diesel T2; soil contaminated with diesel and treated with 15% (wt) filter cake, T3; soil
contaminated with diesel and treated with NPK fertilizer, T4; and soil contaminated
with diesel and treated with 15% (wt) filter cake and NK fertilizer, T5) and four
evaluation periods (1, 60, 120, and 180 days after the beginning of the experiment)
were used according to a 4 x 5 factorial design to analyze COz2 release. The variables
total organic carbon (TOC) and total petroleum hydrocarbons (TPH) remaining in the
soil were analyzed using a 5 x 2 factorial design, with the same treatments described
above and two evaluation periods (1 and 180 days after the beginning of the
experiment). In T3 and T5, CO2 release was significantly higher, compared to the
other treatments. Significant TPH removal was observed on day 180, when percent
removal values were 61.95, 70.08, 68.18, and 75.88 in treatments T2, T3, T4, and
T5, respectively, compared to the initial value (T1).
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INTRODUGAO

As industrias petroliferas sdo responsaveis pela geracdo de quantidades
significativas de residuos sodlidos ao longo da cadeia produtiva (exploragao,
producdo, transporte, processamento e distribuicdo). Consequentemente, sao
reconhecidas mundialmente pelo grande potencial de contaminagédo de solo, agua,
ar, e pelos impactos ambientais decorrentes das suas atividades produtivas. Dentre
os derivados do petroleo, o 6leo diesel € o produto mais abundante obtido a partir do
refino do petrdleo bruto (ANP, 2015). Sua composi¢cao apresenta, basicamente,
hidrocarbonetos (compostos organicos que contém atomos de carbono e hidrogénio)
e, em baixas concentragdes, enxofre, nitrogénio e oxigénio. E um produto inflaméavel,
com nivel médio de toxicidade, pouco volatil, sem material em suspensao, limpido,
com cheiro forte e caracteristico (Gad, 2005).

O Brasil produziu 2,469 milhdes de barris de petréleo por dia em janeiro de
2015, totalizando, aproximadamente, o recorde de 3.077 milhdes de barris de 6leo
equivalente por dia (boe/d). Dentre todos os estados brasileiros produtores, o Rio de
Janeiro concentra a maior parte da produgao (77,1%), produzindo o valor estimado
de 1.663.942 barris de petréleo por dia (bbl/d) e 1.890.006 boe/d (ANP, 2015).

O transporte de derivados do petréleo, gasolina e 6leo diesel, é realizado no
pais principalmente por meio rodoviario. Dessa forma, € comum a ocorréncia de
acidentes ao longo das rodovias com caminhdes tanques, que provocam desastres
ambientais que geralmente contaminam o solo e mananciais de agua. Também é
comum ocorrer vazamentos em tanques de combustiveis de postos localizados nos
perimetros urbanos, causando contaminagdes do solo e redes de esgotos e cursos
de agua. Diante da crescente contaminacdo de grandes quantidades de solo e de
agua com hidrocarbonetos totais de petréleo (TPHSs), incluindo o d6leo diesel e
produtos petroquimicos € crescente o interesse em estudos nesta area (Reginatto,
et al., 2011; Aguiar et al., 2012; Leal et al., 2012), uma vez que representam uma
ameacga para os ecossistemas aquaticos e terrestres (Almeida et al., 2013,
Ugochukwu et al., 2013., Jagtap et al., 2014).
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Em decorréncia do aumento do numero de acidentes ambientais ocorridos
pelas contaminagcdes de petrdleo e seus derivados, muitos paises atentam para a
necessidade de desenvolver tecnologias e medidas de intervengdo e remediagao
para areas contaminadas. Estas tecnologias estdo baseadas em processos
bioldgicos, fisicos e quimicos e visam reduzir a contaminagdo a um nivel seguro e
aceitavel. Tecnologias capazes de remediar solos impactados por hidrocarbonetos
derivados do petréleo de uma forma ambientalmente responsavel e de baixo custo
tém sido constantemente buscadas pelas empresas. A biorremediagdo é uma
técnica ecologicamente aceitavel para mitigar a contaminagdo de solos de forma
segura e justificavel, acelerando de forma natural a degradacdo de compostos
organicos, em especial os hidrocarbonetos do petréleo, resultando ao final CO2 e
agua (Trindade, 2005; Molina-Barahona, 2004; Almeida et al., 2010). Todavia, a sua
aplicagao na recuperagao de solos contaminados por petroleo e seus derivados no
Brasil ainda é um grande desafio.

A combinagao de compostos organicos e fertilizantes com os macronutrientes
nitrogénio e fésforo ativa a flora microbiana autéctone dos solos (Eweis et al. 1999,
Sempre et al., 2001, Torres et al., 2011). O nitrogénio é essencial na biossintese de
proteinas e acidos nucleicos pelos microrganismos. O fosforo € um componente vital
dos acidos nucleicos, dos fosfolipidios que compdem as membranas celulares e
também desempenha um papel central no processo de transferéncia de energia
dentro da célula (Tonini et al., 2010). O uso de nutrientes ricos em nitrogénio e
fésforo pode contribuir para acelerar ou estimular a biodegradacao de 6leo diesel
(Almeida et al., 2010; Lladé, et al., 2012), tendo em vista a relagdo C:N e C:P do
Oleo diesel ser elevada. De acordo com Bento et al. (2005), a relagao C:N:P ideal de
nutrientes para que ocorra a biodegradagao de combustiveis é de 70:5:1.

A torta de filtro € um subproduto produzido durante o processamento da cana-de-
acucar. E composta por uma mistura de bagaco moido e lodo da decantacdo, ambos
provenientes do processo de clarificacdo do acucar ou filtragdo do caldo extraido
das moendas. Ela apresenta elevado teor de umidade (75%), matéria organica,
fésforo, calcio, magnésio e nitrogénio, aumentando a atividade microbiol6gica além
da adicdo de novos micro-organismos, diversificando a flora e a microflora do solo

(Santos et al., 2012). E um subproduto produzido em grandes quantidades na regi&o
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Norte Fluminense que também pode gerar problemas ambientais. Este subproduto
oriundo da fabricagao de alcool e acucar pode ser uma fonte poluidora se usado de
forma inadequada, podendo causar danos ambientais graves contaminando aguas e
solos (Schneider, et al 2012). Por outro lado, a sua utilizagdo como bioestimulante
pode acelerar a dindmica do processo de biorremediagao.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial da utilizag&o da torta
de filtro de cana-de-agucar e da adubacdo com NPK na biorremediagao de um solo

contaminado com 6leo diesel.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido no Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias
(CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF)
(Latitude= 21° 19' 23"; Longitude = 41° 10' 40" W; Altitude= 14 m), em Campos dos
Goytacazes — RJ.

As analises foram realizadas no Setor de Microbiologia do Solo da UENF e na
Central Analitica Fernanda Coutinho - Instituto de Quimica da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

O solo utilizado, classificado como podzélico vermelho escuro, foi coletado em
uma area de aproximadamente 800m? as margens na BR-101, no Km 88, em
Ibitioca, Campos dos Goytacazes - RJ, onde ocorreu um vazamento de pelo menos
30 mil litros de diesel proveniente de um acidente com um caminhao tanque Scania
bi-trem.

A coleta foi realizada no mesmo dia em que ocorreu vazamento do produto a
uma profundidade de 0-20 cm. Também foram coletadas amostras do solo nao
contaminadas proxima a area do acidente. O tratamento das amostras coletadas foi
realizado de acordo com os procedimentos adotados por Melo e Azevedo (2008). As
amostras foram trazidas para o laboratorio de Microbiologia do Solo/UENF e secas
em temperatura ambiente por um periodo de 7 dias. Apds este periodo as amostras
de solo foram peneiradas em malha de 2,0 mm. A seguir, as amostras foram

armazenadas em camara fria a 4°C por 10 dias, quando entdo, foi determinada a
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composi¢cdo quimica do solo e o numero total de bactérias (Tabela 1). O pH e os
teores de C, MO, P e K, Ca e Mg no solo foram determinados conforme a
metodologia descrita no Manual de Métodos de Analises de Solo (EMBRAPA, 1997).
A contagem de bactérias heterotroficas foi realizada em placas contendo o agar
padrdao para contagem (PCA, Plate Count Agar) e foram expressas em unidades
formadoras de col6nia por grama de solo (UFC g-1). Este meio de cultura é
extremamente rico em nutrientes com pH em torno de 7,0, ndo é seletivo e é
indicado para o crescimento de bactérias aerébias mesofilas.

A torta de filtro de cana-de-acucar foi proveniente da usina COAGRO,
(Cooperativa Agroindustrial do Estado do Rio de Janeiro LTDA) da safra 2013. A
composi¢cao quimica e o numero total de bactérias presentes neste subproduto sao
mostrados na Tabela 2.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado. Para a
variavel liberagdo de CO2 (respiragdo microbiana do solo) utilizou-se o esquema
fatorial 5x4, sendo 5 tratamentos: solo sem contaminagao (T1); solo contaminado
com oOleo diesel; (T2); solo contaminado com 6leo diesel mais 15% (p/p) torta de
filtro, (T3); solo contaminado com dleo diesel mais NPK (T4); e, solo contaminado
com Oleo diesel mais torta de filtro (15%, p/p) e NPK (T5); e, 4 periodos de avaliagéo
de emissdo de CO2: 1, 60, 120 e 180 dias apds inicio do experimento, com 3
repeticbes. No entanto, para as variaveis carbono organico total (COT) e dos
hidrocarbonetos totais de petrdleo (HTP) remanescente no solo, utilizou-se o
esquema fatorial 5x2, sendo os mesmos tratamentos acima e 2 periodos de

avaliacao: 1 e 180 apods coleta do solo, com 3 repetigdes.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e microbiolégicas do solo utilizado no experimento.

pH C M.O. P K Ca Mg UFC g kg
Parametros
H20 mg kg™’
Solo contaminado 57 253 43,62 5 546 624 180 2,6 X 108
Solo sem contaminagdo 53 9,8 16,90 1 351 660 1296 4,0 X 104

*pH em agua; P e K extrator Mehlich; Ca, Mg extrator KCI 1molL-'; M.O.= matéria orgéanica; UFC=
unidades formadoras de colénia.
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Tabela 2. Caracteristicas quimicas e microbioldgicas da torta filtro de cana-de-agucar.

pH C M.O N P K Ce Mg B Zn Cu Fe UFC kg solo™
% mg kg ! mg kg !
Tortadefiliro 8,4 238 413 1.2 7 36 187 26 446 84 40,5 129 1,2 x10°

*pH em agua; P e K extrator Mehlich 1; Ca e Mg extrator KCI 1molL-'; M.O.= matéria organica; B, Zn
e Fe extrator acido nitrico 0,5%; UFC= unidades formadoras de colbnia.

Para o tratamento com NPK realizou-se o0 ajuste de nutrientes através da
relacdo C:N:P:K (100:10:1:1), de acordo com os resultados obtidos da analise de
solo contaminado (Pereira e Lemos, 2006). Desta forma, foram adicionados 1,07 g
vaso™! de nitrato de amonia (NH4NO3z), como fonte de nitrogénio e 2,87 g vaso™ de

fosfato de potassio dibasico (K2HPO4) como fonte de fésforo e potassio.

Determinagao da emissdao microbiana de CO2 do solo

A emissdo microbiana de CO2 do solo foi determinada pela adaptagdo do
método de respirometria de Bartha e Pramer (1965), que tem como base a
correlagdo direta entre a producdo de CO2 e a degradagdo da matéria organica
presente no solo por meio dos microrganismos. Esta correlacdo pode fornecer
informacgdes sobre o potencial de biodegradabilidade de hidrocarbonetos (Mariano et
al., 2008).

Um tubo de ensaio de fundo plano de 25 mL, contendo 10 mL de solugdo de NaOH
0,1 mol L' foi colocado em erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 cm?® de solo com
umidade corrigida a 60% da capacidade de campo. Em seguida o erlenmeyer foi
vedado com rolha (Figura 1). A quantificagdo da liberagdo de CO:2 foi feita por
titulometria (Aradjo et al., 2001), HCI (0,5 mol L"), 2,0 mL BaCl2 10%, fenolftaleina
1% como indicador (Stotzky, 1965). Paralelamente, fez-se o mesmo procedimento,

exceto que o solo nao foi colocado nos erlenmeyers (Tratamento controle).

Durante os primeiros 60 dias, a partir da instalacdo do experimento, as
titulacdes foram realizadas diariamente. Apos esse periodo as titulagdes foram feitas
semanalmente, devido ao fato de que as variagdes nas emissdes diarias de COz2 nos
diferentes tratamentos, foram pequenas. A produgdo de CO2em cada periodo (1, 60
e 120 e 180 dias) foi calculada através da somatoéria acumulada a partir do inicio do

experimento. Também foi calculada a producao diaria de CO2, que foi obtida pela
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relagdo entre a somatéria acumulada de CO:2 a partir do inicio do experimento e os
periodos avaliados: 1, 60, 120 e 180 dias. Ressalta-se que um novo frasco contendo
os 10 mL de NaOH (0,1 mol L") era colocado sempre que se fazia a titulag&o. Isto
permitiu dar continuidade a incubacao, evitando sempre a saturacdo da base com
CO2. As solugdes de NaOH 1 mol L' e HCL 0,5 mol L' foram padronizadas
diariamente. Durante a titulacdo o frasco permaneceu aberto por aproximadamente

5 minutos para a renovagao do oxigénio do sistema.

Suporte para o tubo

Borracha

Figura 1: Biorreator utilizado como respirébmetro.

Determinagao do carbono total do solo

O carbono total (CT) do solo foi determinado por combustdo seca em um
sistema analisador elementar automatizado Perkin-Elmer Series Il
2400 CHNS/O Analyzer.

Determinacgao dos hidrocarbonetos totais de petréleo do solo
Os hidrocarbonetos presentes no solo durante o processo de biorremediagao foram
extraidos por método de extracdo continua em aparelho tipo Soxhlet, com hexano

como solvente, por um periodo de 4h (Koh, 1983).

Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa de alta resolugéo
acoplada a espectrometria de massas (CGAR-EM), utilizando um cromatégrafo
gasoso 456-GC (Bruker Daltbénics Inc.) acoplado a um espectrOmetro de massas
triplo quadrupolar Scion MS-TQ (Bruker Daltonics Inc.).

As analises foram realizadas utilizando as seguintes condigdes: coluna BR-5MS
(30m x 0.25mm x 0,25um); modo de injegao Split 1:20; temperatura do injetor 280°C;
gas de arraste He; fluxo constante de 1.0 mL/min; temperatura inicial de 80 °C (2

min), seguida por uma taxa de aumento a 4 °C/min até 270 °C e apos até 300 °C a
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10 °C/min, permanecendo por 25 min.; fonte de ions a 230 °C e 70 eV; linha de
transferéncia a 250 °C; e faixa de massas de 40-500 Da.

A identificacdo e a quantificacdo dos compostos foram realizadas através do
software MS Workstation (MSWS 8 System Control, Bruker Daltonics Inc.) e
comparagao com analise de diesel padrdo Petrobras. O calculo de area foi obtido
através da soma da integragcédo de todos os picos na faixa cromatografica de 4.00 —

50.00min, condizente com a faixa de avaliacdo do dleo diesel.

Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a comparacao de
médias foi realizada por meio do Teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
Para os dados referentes as avaliagdes de COzrealizadas em 1, 60, 120 e 180 dias

de incubacao foram ajustadas equacdes de regresséao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade microbiana avaliada pela liberagao diaria de CO2 foi maior nos
tratamentos nos quais a torta de filtro estava presente (T3 e T5) e reduziu com
tempo de incubacéao (Figura 2). Contudo, observou-se que nos demais tratamentos a
liberagao diaria de CO2 permaneceu praticamente constante ao longo do periodo de
incubacédo. Ao final do periodo de incubacgao (180 dias) observou-se que a liberagao
diaria de CO:2 entre os tratamentos foi semelhante. A produgdo acumulada de CO2
durante o periodo de incubagdo foi também significativamente maior nos
tratamentos nos quais a torta de filtro estava presente (Figura 3).

Diversos estudos tém demonstrado que a aplicacdo de nutrientes e
compostos organicos acelera o processo de biodegradagao natural do substrato pela
comunidade microbiana, aumentando consequentemente a liberagdo de CO:2
(Ciannella, 2010; Silva, 2011; Drielle et al., 2012; Andrighetti at al., 2014).

Nos primeiros 20 dias, foram produzidos entre 49 a 73% do total de CO2
acumulado para todos os respirdbmetros. Nesse periodo, provavelmente, os
microrganismos consumiram mais rapidamente aqueles compostos que sdo mais
labeis, restando, portanto, os que sdo mais recalcitrantes, consumidos

posteriormente de forma mais lenta (Mariano et al., 2008).
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Estudos demonstram que grande parte do CO:2 produzido durante a
biodegradagao de 6leo diesel em um solo poluido ocorre nos primeiros 15 dias e que
apo6s esse periodo ha diminuicdo na producédo desse gas (Margesin et al. 2000;
Almeida et al.,, 2013; Pinhatia et al., 2014). Este comportamento pode estar
relacionado com a capacidade que os microrganismos possuem para degradar uma
ampla diversidade de substancias organicas, sendo que muitos deles conseguem
assimilar hidrocarbonetos como fonte de carbono e/ou energia (Leita et al., 1995).
Lopez et al. (2008) e Marin et al. (2005) também observaram em seus estudos que
as emissdes de CO2 diminuiram gradualmente enquanto que as fragbes de
hidrocarbonetos mais leves desapareceram, permanecendo apenas as fragdes mais
recalcitrantes.

Segundo Leita et al. (1995) e Masakorala et al. (2014), a atividade microbiana
avaliada por meio da producédo de CO:2 pode ser maior em solos contaminados como
consequéncia do maior consumo de energia dos microrganismos para garantir a sua
sobrevivéncia. No presente trabalho, o T2 apresentou maior quantidade de CO:2
acumulado em relagdo ao solo T1. A menor atividade microbiana no tratamento T1
pode estar associada ao baixo nivel de carbono apresentado na analise de solo sem

contaminacao.

7 vl = -5E-07x% - 0.000x + 0.246 R*=0.91 OT1

¥2 = BE-06x* -0.002x + 0.455% R*=0.95 m72
(3 ¥ 3= 0.000x* - 0.044x + 3.820 R*=0.98 AT3
¥4 = 2E-05x* - 0.005x + 0.704 R==0.99 T4

5 ¥5 = 0.000%* - 0.103x + 7.210C R* = 0.96 oTs

Produgo diaria de €O kg solo-'
b

Tempo (dias)

Figura 2 . Producao diaria de CO2 em fungéo dos tratamentos, de 1 e 180 dias apods
inicio do experimento; T1 solo sem contaminacao; T2 solo contaminado
com Oleo diesel; T3 solo contaminado com déleo diesel mais torta de filtro;
T4 solo contaminado com o6leo diesel mais NPK; T5 solo contaminado
com Oleo diesel mais torta de filtro e NPK.
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Figura 3. Producdo acumulada de CO:2 durante o periodo de incubagao, em fungao
dos tratamentos, de 1 e 180 dias apds inicio do experimento; T1 solo sem
contaminacgao; T2 solo contaminado com 6leo diesel; T3 solo contaminado
com oOleo diesel mais torta de filtro; T4 solo contaminado com dleo diesel
mais NPK; T5 solo contaminado com dleo diesel mais torta de filtro e NPK.

A torta de filtro nos tratamentos T3 e T5, no tempo de 1 dia, promoveu um
aumento de 1,2 e 1,3 vezes no teor de COT em relagédo ao T2 (Tabela 3). Este
aumento pode estar relacionado ao carbono presente na torta de filtro (Tabela 2). A
quantificacdo do COT tem sido um parametro muito utilizado para se avaliar a
eficiéncia do processo de biodegradagao (Ciannella 2011; Bastida et al., 2012). A
adicao de materia organica aumenta a capacidade de troca catidnica, a capacidade
de retencdo de agua do solo, proporcionando um meio satisfatério para a atividade

microbiana (Masciandaro et al., 2013).

De maneira semelhante, Masakorala et al. (2014) trabalhando com doses de
composto organico, e Diosis et al. (2010) estudando solos contaminados com 6leo
diesel e 6leo mineral, observaram aumento na atividade microbiana, bem como na

quantidade de carbono orgénico total quando estes s&o aplicados ao solo.
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Tabela 3. Carbono organico total (%) em solos, em fungéo dos tratamentos, de um e

180 dias ap0s inicio do experimento.

Carbono organico total (%)

Tratamentos
1dia 180 dias
T1 2,18 D a 1,69D Db
T2 2,89Ca 2,73Chb
T3 3,54 Ba 3,05Bb
T4 290Ca 2,72Chb
T5 3,89 Aa 3,31Ab

*Médias seguidas das mesmas letras mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas dentro do
sistema de aeracdo, nado diferem entre si segundo o Teste de Tukey (P<0,05). T1 solo sem
contaminagao; T2 solo contaminado com 6leo diesel; T3 solo contaminado com éleo diesel mais torta
de filtro; T4 solo contaminado com 6leo diesel mais NPK; T5 solo contaminado com 6leo diesel mais
torta de filtro e NPK.

Houve diferenca significativa em todos os tratamentos entre os valores do
tempo inicial quando comparados com os valores do tempo final de incubagao
(Tabela 3). Verificou-se uma redugdo no COT em todos os tratamentos ao final dos
180 dias, quando comparado ao periodo de 1 dia. Nao houve diferenga significativa
entre T2 e T4, apresentando 5,5% e 6% de redugédo de COT, respectivamente. Nos
tratamentos T3 e T5 que continham torta de filtro, houve redugdo de
aproximadamente 14,0% de COT ao final da incubagcdo. Resultados semelhantes
foram encontrados por Almeida (2011), que trabalhando com dleo lubrificante,
também verificou uma diminuicdo do COT aos 68 dias de biorremediacao,
comparado com os valores do tempo inicial.

Todos os tratamentos, aos 180 dias, apresentaram redugdes nos valores de
hidrocarbonetos totais de petrdleo (HTP) quando comparados com o tempo inicial
(Tabela 4). Entretanto, os maiores valores foram observados nos tratamentos T3 e
T5, onde ocorreu um percentual de biorremediacédo de 70% e 73%, respectivamente.
Portanto, observa-se que a torta de filtro de cana-de-agucar potencializou a
biodegradagdo de HTP. Estes resultados podem ser devido a maior atividade da
microbiota da torta de filtro (bioaumentagdo), avaliada pela producdo de CO:2
(Figuras 2 e 3).

A aplicacdo de matéria orgénica aumenta a quantidade de nutrientes e a
densidade microbiana no solo (bioestimulo-bioaumento), podendo ser util na

aceleracédo e degradacado de poluentes, visto que os micro-organismos sio 0s
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agentes primarios na degradagao de contaminantes organicos no solo (Masciandaro
et al., 2013).

Torres (2011) utilizando torta de filtro e bagago de cana-de-agucar com adi¢ao
de N e P, na proporcédo 100:10:1, , encontrou valores de 60% para o bagacgo e 51%
para a torta de filtro, na remo¢ao de HTP de um solo contaminado por petroleo.

Silva-Castro et al. (2013) realizaram um estudo sobre a remediacdo de solos
contaminados com ¢6leo diesel utilizando o reagente quimico Fenton e uma
adubacdao com NPK. Como resultado, os autores verificaram que o tratamento
Fenton + NPK foi capaz de aumentar a remocdo de hidrocarbonetos totais de
petréleo (HTP).

Da mesma forma, Liado et al. (2012) estudaram a remediagdo de solos
contaminados com Oleo diesel, porém, utilizando a técnica de bioestimulacdo
(adicdo de nutrientes) e bioaumento (adicdo de micro-organismos). Os autores
observaram que apo6s 200 dias os tratamentos alcangaram entre 30% e 50% de

biodegradagao de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP).

Tabela 4. Hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP), em fungado dos tratamentos, de 1
e 180 dias apés inicio do experimento.

Tratamentos Periodo de Incubacéo (dias) Biodegradagio HTP'
1 dia 180 dias (%)
T1 0,0E+00 C a 0,0E+00C a 0,00
T2 1,8E+09 AB a 7,0E+08 Ab 62
T3 1,5E+09B a 4,5E+08 B b 70
T4 1,4E+09Ba 4,6E+08 B b 68
T5 2,0E+09Aa 55E+08 Ab 73

*Médias seguidas das mesmas letras mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, ndo diferem
entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05). T1 solo sem contaminacdo; T2 solo contaminado com 6leo
diesel; T3 solo contaminado com 6leo diesel mais torta de filtro; T4 solo contaminado com éleo diesel
mais NPK; T5 solo contaminado com éleo diesel mais torta de filtro e NPK. 'Calculado pela diferenca
entre os valores do tempo 180 e 1 dia, dentro do mesmo tratamento.

CONCLUSOES

A utilizacao da torta de filtro de cana-de-agucar associada ou ndo com adi¢ao
de NPK ¢é uma ferramenta fundamental para descontaminacdo de areas
contaminadas com hidrocarbonetos, pois potencializou o0 processo de

biorremediacdo do solo contaminado com O6leo diesel, devido ao fato de ter
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proporcionado aumento da atividade microbiana bioaumento e, consequentemente,

promover a remog¢ao dos hidrocarbonetos totais de petréleo do solo.
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3. 2. BIORREMEDIAGAO DE SOLO CONTAMINADO COM OLEO DIESEL EM
REATORES DE CERAMICA ()

Fernando Reynel Fundora Tellechea®@; Marco Antonio Martins®); Alexsandro Araujo da Silva®);

Késsia Barreto Lima®); Andreia Francisca Riter Netto®); Heloisa Cintra Alves Pinto("

RESUMO
Desde a extragcdo do petrdleo até seu processamento, transporte e armazenagem
dos derivados € crescente a preocupacdo com a possibilidade de contaminacao do
meio ambiente. Diante desse cenario, a biorremediagdo tem se mostrado uma
alternativa para remediar areas mediante uso de processos bioloégicos que se
baseiam na utilizagdo de organismos (bactérias, fungos, vegetais e residuos
organicos) para reduzir ou eliminar estes compostos que apresentam riscos a saude
humana. O solo utilizado foi coletado, no mesmo dia, em uma area onde ocorreu um
derramamento de O6leo diesel, apés um acidente com um caminhdo tanque no
transporte do produto. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, utilizando-se o esquema fatorial 5x4, sendo 5 tratamentos: solo sem
contaminacgao (T1); solo contaminado com o6leo diesel; (T2); solo contaminado com
oleo diesel mais torta de filtro (T3); solo contaminado com 6leo diesel mais NPK
(T4); e, solo contaminado com dleo diesel mais torta de filtro e NPK (T5); 4 periodos
de avaliagao 1, 60, 120 e 180 dias apds coleta do solo , com 4 repeticdes. O

experimento também foi avaliado sob duas condicbes de aeragao: com ou sem
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aeracao forcada. A unidade experimental foi composta por vasos de ceramica com 2
kg de substrato. As variaveis analisadas foram: unidades formadoras de colénias
(UFC), carbono orgénico total (COT), Nitrogénio (N), Fosforo (P) e potassio (K), e
dos hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) remanescente no solo. A adigdo de
torta de filtro e a adubagdo com NPK influenciaram significativamente as variaveis
COT, N, P e K, nos tratamentos (T3 e T5), sendo maior quando comparada aos
demais tratamentos. Observou-se que aos 180 dias ocorreu uma remocao
significativa de HTP do solo, onde foram obtidos valores percentuais de remocgéao de
59,9, 82,1, 74,1 e 86,9 para os biorreatores sem aeracéao forcada e 51,4, 88,2, 63,5,
96,3 em biorreatores com areacao forgcada, para os tratamentos T2, T3, T4 e T5,
respectivamente, quando comparados ao periodo inicial. Os resultados
evidenciaram que a presenca da torta de filtro com e sem aeragao forgcada aumentou
significativamente a atividade microbiana, e, portanto, contribuiu para o aumento da
biodegradagdo do o6leo diesel. Os reatores de ceramica com aeragdo forgcada

funcionaram de maneira satisfatéria simulando biopilhas estaticas.

() Parte da tese do primeiro autor apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em Produgao Vegetal

da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF.
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BIODEGRADATION THE SOIL CONTAMINATED DIESEL OIL IN CERAMIC
REACTORS

ABSTRACT

Since the oil extraction to processing, transportation and storage of oil products is
growing concern about the possibility of environmental contamination. Given this
scenario, bioremediation has proven to be an alternative to remedy areas through the
use of biological processes that rely on the use of organisms (bacteria, fungi, plants
and organic waste) to reduce or eliminate these compounds that pose hazards to
human health. The soil was collected on the same day, in an area where there was a
diesel oil spill after an accident with a tank truck transportation of the product. We
used the completely randomized design, using a factorial 5x4x, 5 treatments: soil
without contamination (T1); soil contaminated with diesel oil; (T2); soil contaminated
with diesel oil plus filter cake (T3); soil contaminated with diesel fuel plus NPK (T4);
and soil contaminated with plus pie diesel oil filter and NPK (T5); 4 evaluation periods
1, 60, 120 and 180 days after the soil sampling, with 4 replications. The experiment
was also evaluated in two aeration conditions: with or without forced aeration. The
experimental unit consisted of ceramic vessels with 2 kg of substrate. The variables
analyzed were: colony forming units (CFU), total organic carbon (TOC), nitrogen (N),
Phosphorus (P) and potassium (K), and total petroleum hydrocarbons (HTP)
remaining in the soil. The addition of filter cake and NPK fertilization significantly
influenced the COT variables, N, P and K in treatments (T3 and T5), which is higher
compared to the other treatments. It was observed that after 180 days there was a
significant removal of soil HTP, where values were obtained percentage removal
59.9, 82.1, 74.1 and 86.9 for forced aeration bioreactors without and 51.4, 88.2, 63.5,
96.3 in bioreactors with sandblasting, for treatments T2, T3, T4 and T5, respectively,
when compared to the initial period. The results showed that the presence of the filter
cake with and without forced aeration significantly increased microbial activity, and
therefore contributed to the increased diesel oil biodegradation. Ceramic reactors
with forced aeration functioned satisfactorily simulating static biopile.
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INTRODUGCAO

A crescente demanda no Brasil e no mundo por petréleo e seus derivados
associada aos efeitos ambientais de seu uso, principalmente nas atividades de
extragao, transporte e refinamento, tém contribuido para a contaminag¢ao do solo em
todo o planeta (Brito, et al., 2010). No Brasil, ha graves problemas de contaminagao
do solo por derramamentos de Oleo diesel com ocorréncias cada vez mais
frequentes, afetando areas de interesse agrondmico e florestal (Lima, 2014).

Segundo a empresa Petréleo Brasileiro S. A. — PETROBRAS (2015), o 6leo
diesel é o principal produto petroquimico comercializado no mercado brasileiro,
utilizado no transporte de cargas e de passageiros, em embarcagdes, na industria,
na geragao de energia, has maquinas para construg¢ao civil, nas maquinas agricolas
e locomotivas.

No intuito de manter o equilibrio ecolégico, a remediacdo de ambientes
contaminados com hidrocarbonetos com agentes biolégicos insere-se como uma
técnica considerada eficaz, segura e menos onerosa quando comparada aos
tratamentos fisicos e quimicos tradicionalmente utilizados (Gaylarde et al., 2005;
Deon, et al.,, 2012). A biorremediacdo comegou a ser aplicada em solos
contaminados com 6leo diesel a fim de degradar estes compostos, recuperando
solos e aguas subterraneas (Oliveira et al., 2007).

Para um bom desenvolvimento metabdlico dos micro-organismos sao
necessarios diversos fatores bidticos e abidticos que podem ser controlados com o
auxilio de biorreatores. Nesse sentido, alguns autores enfatizam o emprego de

biorreatores como alternativa interessante e promissoria para o tratamento de solos
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contaminados, especialmente os de natureza argilosa (Seabra 2005; Rizzo et al.,
2006). Os biorreatores sao sistemas fechados que podem assumir varios tipos de
configuragbes, faciltam um maior contato dos micro-organismos com 0s
contaminantes, nutrientes e oxigénio durante periodos mais curtos, facilitando a
aclimatizacdo da microbiota assim como o seu desenvolvimento (Cerqueira, et al.,
2011). Além disso, sao frequentemente utilizados na degradacdo de compostos
altamente recalcitrantes como os organoclorados e os HTP (Chagas-Spinelli, et al.,
2012).

A fim de aumentar a biodegradagéo do 6leo diesel no solo, algumas estratégias tém
sido adotadas, como a utilizagdo de fertilizantes e estruturantes que fornecem
nutrientes para os micro-organismos, que por sua vez utilizam os hidrocarbonetos
como fonte de carbono, degradando-os. Além de melhorar as propriedades fisicas,
quimicas e biologicas dos solos, as combinagdes de estruturantes e fertilizantes
NPK ativam a flora nativa no solo (Jorgensen, Puustinem e Suortti 2000; Torres et
al., 2011).

Nesse contexto, a torta de filtro, subproduto da industria agucareira, se bem
aproveitada, pode ser considerada como estruturante capaz de melhorar as
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos solos (Zerega 1993). Entretanto,
este subproduto € ainda pouco utilizado, na maioria das vezes pela escassez de
informacdes relativas ao seu comportamento em solos contaminados. Dessa forma,
o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso da torta de filtro e dos fertilizantes NPK na

biorremediagao de um solo contaminado com dleo diesel em reatores de ceramica.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido na casa de vegetacdo no Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF) (Latitude= 21° 19' 23"; Longitude = 41° 10" 40" W; Altitude= 14
m), em Campos dos Goytacazes — RJ. A temperatura na casa de vegetacdo. A

Figura 1 mostra a variagao de temperatura durante a condugéo do experimento.

Figura 1. Temperatura durante o periodo experimental em casa vegetagao.
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Temperatura durante o periodo experimental
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Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 5 x 4, sendo 5 tratamentos: solo sem contaminacgéo (T1); solo contaminado
com Oleo diesel; (T2); solo contaminado com 6leo diesel mais torta de filtro (T3); solo
contaminado com oleo diesel NPK (T4); e, solo contaminado com 6leo diesel torta
de filtro e NPK (T5) em 4 periodos de incubagéao: 0, 60, 120 e 180 dias, com 4
repeticoes. O experimento também foi avaliado sob 2 sistemas de aeragao: com ou

sem areacao forgada.

O solo utilizado foi podzdlico vermelho escuro, coletado em uma area de
arredor de 800 m? dedicada a cultivo de pastos, onde ocorreu um vazamento de pelo
menos 30 mil litros de diesel proveniente de um acidente de um caminh&o Scania bi
trem, na BR-101, no trecho do Km 88, em Ibitioca, em Campos dos Goytacazes- RJ,
Brasil.

A coleta foi realizada apés o vazamento a uma profundidade de 0-20 cm, em
local contaminado e nao contaminado. As amostras foram distribuidas sobre
bancadas, permanecendo por uma semana em temperatura ambiente para

secagem, e apos este periodo foram peneiradas em malha de 2,0 mm.

Depois de peneirado, o solo foi acondicionado e armazenado em camara fria
a 4°C por 10 dias até montagem do experimento. Nas amostras foram realizadas
analises quimicas, biolégicas dos solos contaminados e ndo contaminados referente
ao periodo inicial do experimento (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fisico - quimicas e microbiolégicas do solo no periodo inicial do
experimento.
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pH C M.O P K Ca Mg UFC g solo"
Referéncia
H20 mg kg
Solo contaminado 57 253 43,62 5 546 624 180 2,6 X 108
Solo sem 53 98 16,90 1 351 660 129,6 4,0 X 104

contaminagao

*pH em agua; P- K extrator Mehlich 1; Ca, Mg extrator — KCl — 1molL-"; M.O.= matéria organica;
UFC= unidades formadoras de colbnia.

A torta de filtro de cana-de-agucar proveniente da usina COAGRO,
(Cooperativa Agroindustrial do Estado do Rio de Janeiro Ltda) da safra 2013 e suas

caracteristicas quimicas e microbiolégicas estdo na (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas quimicas e microbiolégicas da torta de filtro de cana-de-agucar.

pH C M.C N P K Ca M B Zn Cu Fe UFC g solo™
% gkg™ Mg kg !
Tortade g, 238 413 12 7 36 187 2,6 446 84 405 129 1,2 x 109

filtro

*pH em agua; P- K extrator Mehlich 1; Ca, Mg extrator — KCl — 1molL-'; M.O.= matéria orgéanica; B; Zn;
Fe digestado Acido nitrico peridrol estrato Acido nitrico 0,5% - UFC (unidades formadoras de col6nia).

A unidade experimental foi composta por vaso de barro contendo 2 kg de
solo. Adicionou-se 15% (peso/peso) da torta de filtro nos tratamentos T3 e T5. A
temperatura do solo presente nos vasos nesse mesmo periodo também foi
determinada e observou-se que os tratamentos contendo torta de filtro (T3 e T5)
apresentaram-se com maiores valores de temperatura média com exatos 23,9 °C.
No geral constatou-se um padrdao de aumento e decréscimo de temperatura do solo
dos vasos, na faixa de 23,6 a 23,9 °C, compativel com a oscilacido de temperatura

registrada dentro da casa de vegetacgéo.

Para o tratamento T4 e T5 com aplicagdo de NPK realizou-se o ajuste de
nutrientes através da relagcdo C:N:P (100:10:1:1), de acordo com os resultados
obtidos da analise de solo contaminado, utilizando como fonte de nitrogénio o nitrato
de amonia (NH4NO3), que adicionou-se 1,07g vaso™'; e fosfato de potassio dibasico
(K2HPO4) como fonte de fosforo e potassio aplicando 2,87g vaso™', (Pereira e
Lemos 2006)
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Figura 2. Reatores de bancada (A); compressor utilizado no experimento (B).

As andlises foram realizadas no setor de microbiologia de solos da UENF
Laboratério de Solos (LSOL/CCTA) pelo setor de Microbiologia do Solo (UENF) e na
Central Analitica Fernanda Coutinho - Instituto de Quimica da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

Quantificagdo microbiana heterotroéfica total

A quantificacdo da populacdo heterotréfica total foi realizada através do
método de contagem de unidades formadoras de colénias (UFC). O método consiste
na extracdo e deposi¢cao de uma suspensao de solo em placas de Petri, com meio
agar-nutriente (bactéria) e Meio de Martin para (fungos), inoculagédo em estufa de

cultura e posterior contagem do numero de colénias formadas.

Pesou-se 10g de solo, colocados em Erlenmeyer contendo 90 mL de solugao
salina (0,85%) esterilizada. Apds a extracdo procedeu a diluicdo seriada até a
diluicdo 10¢. Pipetou-se 0,1 mL das diluigdes 10, 10, 10 para as placas com o
meio agar-nutriente, para bactéria e as diluigdes 103, 104, 10°® com meio Martim
para fungo. As placas incubaram a 28°C, por 48 e 72 horas para bactérias e fungos

respectivamente, apds o periodo de incubagao contaram as coldnias nas placas.

Equacéao para o calculo do numero de microrganismos/grama de solo.

N° de microrganismos/g de solo= [N° colbnias x (1/ diluigao) x (1/aliquota)] /massa
do solo seco.
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Determinacgao do pH do solo

Para determinagao do pH do solo em agua, foram realizados ensaios baseados na
metodologia utilizada pela EMPRAPA (1999). Em um becker com capacidade para

50 mL, foram adicionados 10 g de solo e 25 mL de agua destilada.

A mistura foi homogeneizada durante 30 minutos com auxilio de agitador
magneético revestido de teflon. Apds o periodo de repouso, para separagdo das
fases, o decantado foi transferido para um becker com capacidade para 25 mL e o
pH foi determinado em pHmetro (HI2221 pHorp meter NAHNA), previamente

ajustado com solugdes tampéo padronizadas de pH = 4,00 e pH = 7,00.
Determinagao do Carbono Total e Nitrogénio total

O carbono total (CT) e o nitrogénio (N) do solo foram determinados por
combustdo seca em um sistema analisador elementar automatizado Perkin-
Elmer Series |1l 2400 CHNS/O Analyzer.

Determinagao do fosforo e potassio

Apods digestdo nitroperclérica foram determinados colorimetricamente o P,
pelo método azul de molibdato por espectrofotometria e o K através da
espectrofotometria de emissdo de chama.

Determinacgao dos hidrocarbonetos totais de petréleo do solo

Os hidrocarbonetos presentes no solo durante o processo de biorremediagao foram
extraidos por método de extracdo continua em aparelho tipo Soxhlet, com hexano
como solvente, por um periodo de 4h segundo a American Public Health Association
(APHA, 2000).

Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa de alta resolugao
acoplada a espectrometria de massas (CGAR-EM), utilizando um cromatégrafo
gasoso 456-GC (Bruker Daltonics Inc.) acoplado a um espectrobmetro de massas
triplo quadrupolar Scion MS-TQ (Bruker Daltonics Inc.).

As analises foram realizadas utilizando as seguintes condig¢des: coluna BR-5MS
(30m x 0.25mm x 0,25um); modo de injegéo Split 1:20; temperatura do injetor 280°C;
gas de arraste He; fluxo constante de 1.0 mL/min; temperatura inicial de 80 °C (2
min), seguida por uma taxa de aumento a 4 °C/min até 270 °C e apos até 300 °C a
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10 °C/min, permanecendo por 25 min.; fonte de ions a 230 °C e 70 eV; linha de

transferéncia a 250 °C; e faixa de massas de 40-500 Da.

A identificacdo e a quantificacdo dos compostos foram realizadas através do
software MS Workstation (MSWS 8 System Control, Bruker Daltonics Inc.) e
comparacgao com analise de diesel padrao Petrobras. O calculo de area foi obtido
através da soma da integragcédo de todos os picos na faixa cromatografica de 4.00 —

50.00min, condizente com a faixa de avaliacdo do dleo diesel.
Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a comparagao
de médias foi realizada por meio do Teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. Os dados referentes as avaliagdes realizadas em 1, 60, 120 e 180
dias de incubacado foram submetidos a regressao polinomial para o ajuste das

equacaoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No tratamento com solo contaminado com diesel (T2), observou-se que a
quantidade de unidades formadoras de col6nias de bactérias (UFC) foi afetada no
primeiro dia de experimento, apresentando 1,5 x 10° UFC (Tabela 3). Provavelmente
esta quantidade reduzida de micro-organismos € decorrente do efeito téxico do 6leo
diesel (Martins, 2005). Bento (2005) estudando a degradagédo dos hidrocarbonetos
concluiu que dependendo da toxicidade do contaminante e da microbiota presente, o
crescimento microbiano nos primeiros dias pode ser inibido. Entretanto, a adicdo da
torta de filtro no solo contaminado com dleo diesel (T3), fez com que a populagao
microbiana se apresentasse maior do que os outros tratamentos no tempo inicial
com aeragao. Isso pode estar associado ao grande numero de micro-organismos

presentes na torta de filtro com valor de 5,9 x 108 UFC (Tabela 2).
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Tabela 3. Numero de unidades formadoras de colonias de bactérias (UFCx1000) em
diferentes métodos de descontaminagcdo de oleo diesel em solos
incubados sem aeracdo em reatores de ceramica.

Periodo de incubacgao (dias)

TRAT Com Aeragao Sem Aeragao
1 60 120 180 1 60 120 180
™ 31,67Ba 17,07Ba 10,98Cb 6,39Bb 13,79Ca 1260Ca 751Ba 8,35Ba
T2 15,01 Cb 47,03Aa 47,03Aa 40,54Aa 40,95Aa 33,39Ba 26,37 Aa 2468Aa
T3 62,58 Aa 42,69AD 23,69Bc 2420Ac 58,80 Aa 4179Aa 3892Ab 27,05Ab
T4 41,42Ba 43,09Aa 3756 Aa 27,77Aa 30,23Ba 3658Aa 3965Aa 40,73Aa
T5 43,55B a 48,38 A a 42,32Aa 2421Bb 41,77Aa 5225Aa 4339Aa 4180Aa
CV (%): 26,61

(*) Médias seguidas de mesmas letras mailsculas na coluna e minuscula na linha, ndo diferem entre si
segundo o teste de Tukey (P<0,05, n=4). T1 - solo sem contaminac¢&o, T2 - solo contaminado com diesel; T3
- solo contaminado com diesel mais torta de filtro; T4 - solo contaminado com diesel mais NPK; T5 - solo
contaminado com diesel mais torta de filtro e NPK.

Por outro lado, nesse mesmo tratamento (T3) quando comparado o tempo
inicial e final, com e sem aeragao, observa-se que houve decréscimo no numero de
micro-organismos de 38% nos tempos com aeracdo e 45% nos tempos sem
aeracao. Esse decréscimo também foi observado em diversos estudos com solos
contaminados com petréleo, provavelmente por relacionar-se com a diminuigdo da
capacidade que determinados microrganismos possuem em degradar o
contaminante (Molina-Barahoma et al., 2004; Silva 2011; Pereira, 2012; De Sousa et
al., 2013).

Nos periodos de 60 dias com aeracdo, 120 e 180 dias sem aeragao, 0s
tratamentos com solo contaminado nao apresentaram diferenca significativa. Isso
pode ter ocorrido devido ao consumo rapido dos compostos que sdo mais labeis por
parte dos micro-organismos (tempo inicial), restando, portanto, os que sado mais
resistentes a degradacgédo, que foram consumidos posteriormente de forma mais
lenta (120 e 180 dias). Possivelmente, esse consumo ocorreu nos tratamentos com
aeracao de maneira mais rapida devido a presenca de atividade microbiana
acelerada que degradou o poluente através de uma melhor oxigenagao do ambiente.

De modo geral, o crescimento da populagdo microbiana nos primeiros dias de
tratamento deve-se a maior disponibilidade de nutrientes nesse periodo (Espirito
Santo, 2004; Trindade, 2002).
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No tempo inicial, os tratamentos com solo contaminado T2 e T4 apresentaram
aumento de 43% e 45% no teor de carbono, respectivamente, quando comparados
ao tratamento com solo controle (T1), sem diferenga significativa entre eles (Tabela
4). No entanto, os maiores incrementos no teor de carbono ocorreram nos
tratamentos com adicdo de torta de filtro quando comparados ao tratamento com
solo controle (T1). O tratamento T3 apresentou aumento de 52% no teor de carbono
e o tratamento T5 apresentou aumento de 57%, sem diferenca significativa entre
eles. Esse aumento pode ser atribuido ao maior teor de carbono intrinseco a torta de
filtro. Os solos possuem naturalmente uma grande quantidade de micro-organismos,
tais como bactérias, fungos e protozoarios. Estes micro-organismos precisam de
uma fonte de carbono, nitrogénio e fosforo para a manutencdo das fungdes
metabdlicas necessarias para o seu desenvolvimento (Moreira e Siqueira, 2006).
Nesse sentido, a aplicagao de doses significativas de compostos organicos aumenta
a atividade microbiana, assim como a quantidade de carbono orgénico total e

carbono soluvel em agua (Taccari, et al., 2012).

Tabela 4. Carbono organico total (%) em diferentes métodos de descontaminacgéo de
6leo diesel em solos incubados sem aeracdo em reatores de ceramica.

Periodo de incubacgéo (dias)

TRAT Com Aeragao Sem Aeragao
1 60 120 180 1 60 120 180
™ 1,59Ca 135Ca 167Ca 152Ca 1,57Ca 1,34Db 1,23Cb 1,28Db
T2 283Ba 2,78Ba 2,78Ba 2,56Bb 290Ba 282Ca 3,01Ba 264Cb
T3 3,38Ab 3,88Aa 335Ab 282Bc 3, 36 Ab 399Aa 351Ab 3,05 Ac
T4 293Ba 2,72Ba 266Ba 256Bb 293Ba 299Ca 294Ba 267Bb
T5 3,72Aa 366Aa 353Aa 3,14Ab 358Aa 341Ba 327Ba 3,03Ab
CV (%): 6,69

(*) Médias seguidas de mesmas letras mailsculas na coluna e minuscula na linha, nao diferem
entre si segundo o teste de Tukey (P<0,05, n=4). T1 - solo sem contaminagdo, T2 - solo
contaminado com diesel; T3 - solo contaminado com diesel mais torta de filtro; T4 - solo
contaminado com diesel mais NPK; T5 - solo contaminado com diesel mais torta de filtro e NPK.

Ciannella (2010) avaliou diferentes estratégias de biorremediacdo no
tratamento de solo contaminado por diesel e observou que, apds contaminagao e
introducéo dos agentes estimulantes (nutriente e inoculo), houve um aumento médio
no teor de carbono orgéanico total (COT) em relagdo ao solo controle. Seguindo esse

mesmo padréo, de acordo com a (Tabela 4).
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Ainda de acordo com a (Tabela 4) ao final do periodo de incubagao, os teores
de carbono organico nos tratamentos com aeracao reduziram 4,0%, 10%, 17,0%,
13% e 16%, e na auséncia da aeragdo os mesmos teores reduziram 25%, 9%, 9%,
9% e 15%, para os tratamentos de T1 a T5, respectivamente. Essa reducédo pode
ser atribuida ao consumo da fonte de carbono mais facilmente assimilavel (Espirito
Santo, 2004; Trindade, 2002).

O nitrogénio (N) é um nutriente essencial aos micro-organismos para
formacgao de proteinas e acidos nucleicos (Rosato, 1997), apesar disso, durante todo
o periodo de incubacgao, nas condicbes com e sem aeracdo, todos os tratamentos
apresentaram reducgao significativa de nitrogénio (Tabela 5). Teoricamente, durante
a biodegradagao os micro-organismos consomem cerca de 150 mg de nitrogénio (N)
e 30 mg de fésforo (P) para converter 1 g de hidrocarboneto para a biomassa
microbiana (Rosemberg et al., 1993).

Tabela 5. Nitrogénio (mg kg') em diferentes métodos de descontaminagao de 6leo
diesel em solos incubados em reatores de ceramica.

Periodo de incubagéo (dias)

TRAT Com Aeragao Sem Aeragao
1 60 120 180 1 60 120 180
™ 710Aa 340Bb 3,20Bb 190Bc 540Aa 3,10Bb 290Bb 220Bb
T2 7,10Aa 4,00Ab 290Bb 220Ac 590Aa 350Ab 3,20Ab 280AbDb
T3 700Aa 490Ab 410Ab 260Ac 6,30Aa 440Ab 390Ab 3,30Ab
T4 7,10Aa 430Ab 3,80Ab 2/70Ac 6,30Aa 390Ab 360Ab 3,10ADb
T5 750Aa 500Ab 430Ab 300Ac 6,70Aa 450Ab 410Ab 3,80Ab
CV (%): 12,06

(*) Médias seguidas de mesmas letras maiusculas na coluna e minuscula na linha, ndo diferem
entre si segundo o teste de Tukey (P<0,05, n=4). T1 - solo sem contaminagdo, T2 - solo
contaminado com diesel; T3 - solo contaminado com diesel mais torta de filtro; T4 - solo
contaminado com diesel mais NPK; T5 - solo contaminado com diesel mais torta de filtro e NPK.

Embora o 6leo diesel seja uma fonte de carbono para os microrganismos, o
mesmo nao fornece outros nutrientes como nitrogénio e fésforo, que também séao
necessarios. A falta destes nutrientes pode afetar severamente a taxa de
degradagao biologica (Reis, 2009; Jacques et al.,, 2007;). Além disso, os micro-
organismos exigem maiores quantidades de nutrientes conforme ha incremento no

teor de carbono organico no solo (Diaz, et al.,, 2013). Provavelmente, por esse
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motivo, no tempo inicial, os tratamentos T1 a T5 n&o apresentaram diferengas

significativas entre si (Tabela 5).

A (Tabela 6) apresenta os resultados dos percentuais de P no solo. Observa-
se que as médias de fésforo nos tratamentos com torta de filtro foram maiores do
que T2 (sem torta de filtro), esse fato pode ser explicado pelo P presente na mesma.
Também foi observado que aos 180 dias de conducado experimental, o tratamento
com NPK e torta de filtro (T5) em presenca ou nao de aeracao forgada apresentou
teores significativamente superiores.

Tabela 6. Fésforo (mg kg') em diferentes métodos de descontaminagdo de dleo
diesel em solos incubados em reatores de ceramica.

Periodo de incubacgao (dias)

Com Aeragao Sem Aeragao
TRAT 1 60 120 180 1 60 120 180
m™ 1,70E a 140D a 1,20D b 850Ec 2,0,Ea 1,30Eb 1,20Eb 8,00Dc
T2 6,90D a 530Chb 550Cb 500D b 6,70D a 6,30Da 580Db 490Chb
T3 120,5C a 90,5B b 753Bc 725Bc 1220Ca 1140Ba 1055Ba 57,5Bb
T4 156,2B a 925Bb 88,0Bb 625Cc 150,0B a 880Cb 745Chb 54,0Bb
T5 221,0Aa 1055Ab 103,0Ab 98,0Ab 223,0Aa 211,0Aa 1840Ab 1240Ac
CV (%): 12,84

(*) Médias seguidas de mesmas letras mailsculas na coluna e minuscula na linha, nao diferem
entre si segundo o teste de Tukey (P<0,05, n=4). T1 - solo sem contaminagdo, T2 - solo
contaminado com diesel; T3 - solo contaminado com diesel mais torta de filtro; T4 - solo
contaminado com diesel mais NPK; T5 - solo contaminado com diesel mais torta de filtro e NPK.

A disponibilidade de N e P é de extrema importancia durante o processo de
biodegradagao de hidrocarbonetos de petroleo e seus derivados no solo. Segundo
Rosemberg et al., (1993), durante a biodegradacdo sdo consumidos cerca de 150
mg de N e 30 mg de P pelos microrganismos, para converter 1 g de hidrocarboneto
para a biomassa microbiana. O que pode explicar que para todos os tratamentos
observou-se diferengas significativas aos 180 dias quando comparados com o
primeiro dia. O solo contaminado apresentou valores significativamente maiores
quando comparados com os solos nao contaminados durante todo o tempo de

incubacgao.
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Os dados referentes ao pH do solo encontram-se na (Tabela 7). Assim como
temperatura, carbono, nitrogénio e fésforo, o pH do solo € um fator limitante para os
microrganismos € um importante parametro de monitoramento (Jacques et al.,
2007). Segundo Andrade et al. (2010), para que o0s microrganismos tenham
atividade maxima os valores ideais de pH no solo encontram-se entre 6,5 e 8,5,
nesse sentido, os valores de pH do solo encontrados no presente estudo (Tabela 7)

encontram-se dentro da faixa considerada 6tima.

Observa-se também que nos tratamentos T3 e T5 houve aumento significativo
nos valores de pH para solo com e sem aeragdo, possivelmente decorrentes da
adicao de torta de filtro que possui pH de 8,4 (Tabela 2).

Tabela 7. pH em diferentes métodos de descontaminacédo de 6leo diesel em solos
incubados em reatores de ceramica.

Periodo de incubacgao (dias)

TRAT Com Aeragao Sem Aeragao
1 60 120 180 1 60 120 180
m™ 6,54 Ca 6,28Bb 6,98 Aa 701 Aa 6,56 C b 6,28 Ac 6,93Aa 6,01Bd
T2 6,84Ba 6,23Bb 6,83Ba 6,93Aa 6,86 B a 6,21Ab 6,80Aa 6,93Aa
T3 7,20Aa 714 Aa 7,04 Ab 7,03Ab 7,20Aa 712Ab 7,03Ab 7,03Ab
T4 6,80Ba 6,31Bb 6,95Aa 6,03Bb 6,70B a 6,28 Ac 6,95Aa 6,53Bb
T5 749 Aa 7,26 Aa 6,99 Aa 7,14 Aa 7,47 Aa 7,23 Aa 6,99 A a 7,14 Aa
CV (%): 1,10

(*) Médias seguidas de mesmas letras maiusculas na coluna e minuscula na linha, ndo diferem
entre si segundo o teste de Tukey (P<0,05, n=4). T1 - solo sem contaminagdo, T2 - solo
contaminado com diesel; T3 - solo contaminado com diesel mais torta de filtro; T4 - solo
contaminado com diesel mais NPK; T5 - solo contaminado com diesel mais torta de filtro e NPK.

Observou que as melhores condicdes de remocao de hidrocarbonetos totais
de petréleo foram obtidas no T5 (Torta de filtro e NPK) com ou sem aeragao forcada
de 96,3 e 86,9 %, respectivamente, seguida por uma remogao de 88,2 e 82,1% para
T3 (Torta de filtro) com e sem aeracéo forgada, respectivamente (Tabela 8). Tais
resultados representam uma remogao maior que T2 controle (atenuag&o natural) de
50,8 e 59,9%, indicando que a utilizagao torta de filtro aumentou a biodegradagao do

6leo diesel.
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Tabela 8. Hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP), em funcdo dos tratamentos,
durante o periodo de incubacio apos inicio do experimento.

Periodo de incubagao (dias)

1 60 120 180 % 1 60 120 180 %
Com Aeragao Remocgao Com Aeragao Remocgao
Tl 0.00E+00 0.00E+000 00.00E+00 00.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
T2 384E+08 3.13E+08 1.51E+08 1.89E+08  50.8 7.85E+08 5.34E+08 2.06E+08 3.15E+08 59.9
T3 513E+08 245E+08 5.60E+07 6.08E+07  88.2 8.57E+08 5.34E+08 1.64E+08 1.53E+08 82.1
T4 487E+08 3.15E+08 2.10E+08 1.80E+08  63.1 7.61E+08 2.10E+08 1.49E+08 1.97E+08 74.1
T5 6.03E+08 2.63E+08 7.52E+07 2.20E+07  96.3 8.23E+08 2.35E+08 1.16E+08 1.08E+08 86.9

T1 - solo sem contaminagao, T2 - solo contaminado com diesel; T3 - solo contaminado com diesel
mais torta de filtro; T4 - solo contaminado com diesel mais NPK; T5 - solo contaminado com diesel
mais torta de filtro e NPK.

Jorgensen et al. (2000), estudaram a interferéncia da adigdo de pedacgos de
madeira, dois inoculos microbianos misturados e corre¢do de nutrientes no
tratamento de um solo contaminado por éleo lubrificante e d6leo diesel. Apos os 5
meses de teste, a remog¢ao do contaminante nas pilhas com 6leo lubrificante foi de
70%, e com é6leo diesel uma remocao de 71% foi observada.

Outro estudo que verificou a eficiéncia da adigdo de agentes estruturantes a
um solo contaminado com hidrocarbonetos de petroleo foi desenvolvido por Morais
(2005). Cinco biopilhas foram construidas contendo solo contaminado por borra de
6leo para avaliar a adicao de indculo isolado do préprio local contaminado, a adigao
de fertilizante para plantas e adigdo da palha de arroz como agente estruturante. Os
resultados apds 350 dias demonstraram uma reducido da quantidade de residuo de
67% na biopilha controle, na faixa de 70% nas biopilhas sem adicdo de palha de
arroz e 80 % nas biopilhas com palha de arroz. As biopilhas contendo palha de arroz
demonstraram degradagdo mais rapida do residuo, principalmente nos dois
primeiros meses deste estudo, provavelmente devido ao estimulo da microbiota
natural.

Os residuos vegetais e agroindustriais podem apresentar outros efeitos além
da remocgao de HTP, como a retengao de HTP, que pode ocorrer por adsorcéo e/ ou
absorcao de 6leo. Isso ocorre porque a lignina, que é um biopolimero presente nos
vegetais, apresenta a capacidade de absorver poluentes organicos como os
hidrocarbonetos do petroleo Shahsavari et al. (2013), o que pode exercer um grande
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efeito benéfico, evitando o aumento da contaminagcdo de solos e aguas, e

consequentemente impedindo que a contaminacéo chegue aos lengois freaticos.

CONCLUSOES

A utilizacao da torta de filtro de cana-de-acucar associada ou ndo com adi¢ao
de NPK ¢é uma ferramenta fundamental para descontaminacdo de areas
contaminadas com hidrocarbonetos, pois potencializou o processo de
biorremediacdo do solo contaminado com O6leo diesel, devido ao fato de ter
proporcionado aumento da atividade microbiana (bioaumentagdo), e,
consequentemente, promover a remoc¢ao dos hidrocarbonetos totais de petréleo do
solo.

Os experimentos em reatores de ceradmica foram uma ferramenta

fundamental para avaliar a melhor estratégia de biorremediagao a ser adotada.
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4. RESUMO E CONCLUSOES.

Os experimentos foram realizados no Setor de Microbiologia do Solo em casa de
vegetacao, no Laboratério de Solos da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes — RJ, Brasil, em parceria com a
Central Analitica Fernanda Coutinho - Instituto de Quimica da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ). O objetivo do experimento foi avaliar o potencial
da utilizacdo da torta de filtro de cana-de-agucar e da adubacdo com NPK na
biorremediacdo de um solo contaminado com oleo diesel proveniente de um
acidente na BR 101. Em microcosmos, apds 180 dias de condugao experimental em
laboratdrio, foram analisados variaveis, liberagdo de CO2, carbono orgénico total
(COT) e hidrocarbonetos totais de petrdleo (HTP) remanescente no solo. Em
reatores de ceramica em casa de vegetacdo, na presencga e auséncia de aeragao

forcada, foram avaliados Unidades Formadoras de Colbénias (UFC), Carbono
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Organico Total (COT), Nitrogénio (N), Fosforo (P) e Potassio (K), e Hidrocarbonetos

Totais de Petréleo (HTP) remanescente no solo.

Diante dos resultados obtidos conclui-se que:

» A presengca da torta de filtro para os dois experimentos aumentou
significativamente a atividade microbiana, e, portanto, contribuiu para o
aumento da biodegradacgao do éleo diesel;

» A respiracdo do solo medida pela evolugdo de CO2 aumentou no solo
contaminado comparado ao controle, provavelmente decorrente da maior
disponibilidade de fonte de carbono para os micro-organismos;

» Os experimentos de respirometria em respirbmetros de Bartha adaptado e
reatores de ceramica foram uma ferramenta fundamental para avaliar a
melhor estratégia de biorremediacéo a ser adotada;

» As estratégias bioestimulo associada a bioaumento e estruturante (torta de
filtro) na presenga ou nao de aeragao forgada, apresentam-se promissoras na

remocao de hidrocarbonetos em solos contaminados com dleo diesel.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

As técnicas de biorremediacdo constituem uma boa alternativa na
descontaminagcdo de ambientes poluidos por petroleo e seus derivados,
apresentando, na maioria das vezes, baixo custo de implementacido e menor risco
ambiental do que as técnicas de limpeza que envolvem processos fisicos e
quimicos. Este processo pode ser auxiliado por técnicas como bioestimulo,
introducdo de nutrientes através da correlacdo C:N:P e o bioaumento, que,
relacionado com o incremento da populagdo microbiana, pode ser aplicado por meio
da adigado de micro-organismos indigenas, extraidos e proliferados externamente ao
solo de onde foram obtidos. A biorremediacdo, também pode ser favorecida pela

adicdo de material estruturante, correcdo de pH, umidade, aeracao, entre outros.
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APENDICE
Tabela 1. Andlise da variancia das caracteristicas quimicas e biolégicas do solo com
diferentes tratamentos contaminados com diesel, com e sem aeragao
forcada, avaliadas no primeiro, 60, 120 e 180 dias de incubacdo em

72

Eal

N (%) C (%) H (%) P {mg kg™) K {mg kg™) PH NMP
Fv GL QM F am F am F am F am F am F am F
Trat. (T) 4 07060  25,72** 18,2354 520,38** (,1634 10,63** 17329,75 144,75** 186670,3 913,39%** (0,6588  115,72** 423827,9 46,27**
Aerag3o (A) 1 01155 0,41™  0,8418 2,40™ 0,1296 0,84 294,25 2,5%% 352,08 1,72  0,6956 1,22™ 2710,85 0,29
Aval. (E) 1l 00,8941 325,83** 0,9482 27,06** 5099 423,40%* 7708,75 64,25%* 803,80 3,93** £,9769 1225,40** 116187,8 12,68%*
Int. (TxA) 4 0,8959 0,31 0,9537 2,72%% 0,7877 2,52%* 237,50 1,98%* 265,67 1,3** 0,8978 0,15 ™ 21509,1 2,34
Int. (TxE) 4 0,2120 0,77 ™ 0,3317 9,46 (,1790 1,16™ 1587,00 13,3%* 714,98 3,50 (,4363 76,65%* 45157,17 4,93*=
Residuo 45 0,2744 0,3504 0,1537 120,25 204,37 0,5693 9159,67
C.V.(%)= 1,10 6,69 12,76 12,84 11,84 1,10 28,61

**Efeito significativo e ™ Ndo significativo segundo o Teste F (P<0,05).

Tabela 2. Andlise da variancia das caracteristicas quimicas e biolégicas do solo com
diferentes tratamentos contaminados com diesel, com e sem aeragao por
agitacao, avaliadas no primeiro e 180 dias de incubagdo em microcosmos.

N (%) C (%) H (%) P (mg kgl K (mg kg'1) PH NMP
Fv GL QM F Qm F Qm F am F Qm F QM F QM F
Trat. (T) 4 00457 20,15** 50759 537,.86% (0264 10,23%# 6931900 578,9%* 93335130 5480,33** (8923 0,68%* 1285702 830,30%*
Aeracdo (A) 1 Q0777 35,85%*% 00163 1,71%% Q0614 23,72%% 117749 0,83%% 176042 10,34**% L R210 44 70% 123798 7,00%%
Aval. (E) 1 Q4824 23242%F 17992 19064%F (4068 101,78%F 3083573 257,52%* 4018,02 23,50%% 40508 31,10%F 4454641 2876,00%%
Int. (TxA) 4 00006 g,20™ 00127 1,35%* 0,010 4,08%* 850,28 7,94%* 1328,37 7.80%* 00058 ppgm 129241 8,34%*
Int. (TxE) 4 00018 p.86™ 008961 10,18%F (0378 14,63*% 5348,26 53,02% 3574,89 20,99** Q0410 Q32"  B950377  57E,01%*
Residuo 45 00021 10,0054 00026 115,74 170,30 00,1302 15484
C.V. (%)= 6,21 3,34 10,32 16,11 4,45 5,56 2,94

**gfeito significativo segundo o Teste F (P<0,05).
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