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“Y si es interesante la geografía, porque es el escenario donde vive el
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propia naturaleza donde vive.”
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“Quando curamos a terra, curamos a nós mesmos”

David Orr
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estive ausente e também à minha mãe (in memorian), pessoa muito importante da

minha vida.



iii

AGRADECIMENTOS

A meus irmãos, sobrinhos, tias, primos (as), pelo carinho e pela compreensão nos

momentos em que precisei estar ausente;

Aos meus cunhados e a família de cada um deles, Sergio e Francisco, por toda

ajuda em minha caminhada para conseguir realizar meus sonhos;

Ao Professor Marco Antônio pela orientação, ajuda, oportunidade e confiança em

desenvolver todos os trabalhos durante o meu Mestrado e Doutorado;

Ao Professor Alexsandro Araujo da Silva pela coorientação durante a execução das

análises e dos resultados cromatográficos deste trabalho;

À técnica Andréia pela ajuda durante os experimentos, pelo companheirismo e pela

linda amizade. Aos demais técnicos de Laboratórios: Kátia, Vanilda, Ederaldo e

Acácio, minha gratidão pela ajuda durante as análises. Ao funcionário de apoio

de campo Sr. Zélio pela ajuda na coleta do solo e pelo apoio durante o

experimento;

Aos companheiros de Laboratório de Microbiologia do Solo da UENF, Rafael,

Wagner, Vanessa, Sumaya, Letícia, Élida e Gustavo (in memorian) pela ajuda

durante a execução dos experimentos e durante a preparação de aulas práticas

de Microbiologia Agrícola. Em especial à minha amiga: Késsia, pela sua grande

participação em meu mestrado e doutorado, assim como a Heloisa por seu

companheirismo e ajuda no aprimoramento da escrita, que foram imprescindíveis

para a concretização deste trabalho;



iv

Aos amigos da Central Analítica Fernanda Coutinho - Instituto de Química da

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) - Profa Monica, técnicas do

laboratório e Jeremias pela ajuda na análise cromatográfica;

A Usina COAGRO, (Cooperativa Agroindustrial do Estado do Rio de Janeiro LTDA)

pelo fornecimento da torta de filtro;

Aos técnicos do INEA pelo fornecimento e pela ajuda com o solo contaminado;

Aos professores das disciplinas de Microbiologia de solos, Estatísticas, Matéria

Orgânica, Mineralogia e Química de Superfície do Solo, Fisiologia do

Desenvolvimento e Relações Hídricas, Nutrição Mineral de Plantas, Física do

Solo, pelos conhecimentos transmitidos;

A Alcimar e família pela convivência durante estes anos de doutorado;

A todos, amigas e amigos que, de alguma forma, contribuíram para a elaboração

deste trabalho e agradável convívio;

E, por fim, minha maior gratidão vai para a minha esposa Martha, aos meus filhos,

netinho e nora, pelo apoio de sempre, apesar do sofrimento com a minha

ausência por todos estes anos.

OBRIGADO!



v

SUMÁRIO

RESUMO ................................................................................................................ vii

ABSTRACT ............................................................................................................ x

1.    INTRODUÇÃO ................................................................................................. 1

2.    REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................ 4

2.1. Petróleo: origem e composição ....................................................................... 4

2.2. Óleo diesel composição obtenção ................................................................... 5

2.3. Biorremediação ................................................................................... ............ 7
2.4. Tecnologias de biorremediação ...................................................................... 9
2.5. Compostagem ............................................................................................ ...... 14
2.6. Cana-de-açúcar e torta de filtro ................................................................ ....... 15
2.7. Microrganismos e fatores que limitam a biodegradação ................................. 17

3.     TRABALHOS................................................................................................. 20

3.1. Biorremediação “ex situ” de um solo tropical contaminado por
derramamento de óleo diesel .................................................................. .... 20

RESUMO...................................................................................... ............................
...........

20
ABSTRACT............................................................................................................ .. 22
INTRODUÇÃO....................................................................................................... .. 23
MATERIAL E MÉTODOS....................................................................................... .. 25
RESULTADOS E DISCUSSÃO................................................................................ 29
CONCLUSÃO......................................................................................................... .. 33



vi

LITERATURA CITADA........................................................................................... 34
3.2. Biorremediação de solo contaminado com óleo diesel em reatores de

cerâmica ................................................................................................. 39
RESUMO................................................................................................................ 39
ABSTRACT............................................................................................................ 41
INTRODUÇÃO....................................................................................................... 42
MATERIAL E MÉTODOS....................................................................................... 43
RESULTADOS E DISCUSSÃO.............................................................................. 48
CONCLUSÃO......................................................................................................... 55
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ……………………………………………………
...........................................................................................

3.3. Milho, NPK, micorriza e surfactante nas propriedades químicas e na
biodegradação de petróleo no
solo.............................................................78

55
4. RESUMO E CONCLUSÕES.............................................................................. 60

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS............................................................................... 61

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS...................................................................... 62
APÊNDICE............................................................................................................. 72



vii

RESUMO

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

O petróleo é a principal fonte de energia utilizada atualmente, e como consequência,

a liberação de hidrocarbonetos no ambiente é crescente, devido à forte

industrialização e o desenvolvimento econômico dos países. Diante desse cenário, o

diesel, derivado do petróleo, tem sido um agente de contaminação frequentemente

relatado, e a sua biorremediação tem se mostrado uma alternativa viável para

remediar áreas contaminadas mediante uso de agentes biológicos. No Setor de

Microbiologia do Solo (LSOL/UENF), em parceria com a Central Analítica Fernanda

Coutinho - Instituto de Química 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 filtração do caldo da cana-de-açúcar, em conjunto

com nutrientes NPK para o processo de biorremediação de um solo contaminado

por óleo diesel proveniente de um derramamento do combustível ocorrido na BR

101, trecho Rio - Campos. O experimento I foi realizado em microcosmos, utilizando-

se o delineamento experimental inteiramente casualizado. Para a variável liberação

de CO2 (respiração microbiana do solo) utilizou-se o esquema fatorial 5x4, sendo 5



viii

tratamentos: solo sem contaminação (T1); solo contaminado com óleo diesel; (T2);

solo contaminado com óleo diesel mais torta de filtro (T3); solo contaminado com

óleo diesel mais NPK (T4); e, solo contaminado com óleo diesel mais torta de filtro e

NPK (T5); e, 4 períodos de avaliação da somatória de CO2 acumulado: 1, 60, 120 e

180 dias após coleta do solo, com 3 repetições. Entretanto, para as variáveis

carbono orgânico total (COT) e dos hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP)

remanescente no solo, utilizou-se o esquema fatorial 5x2, sendo os mesmos

tratamentos acima e 2 períodos de avaliação: 1 e 180 dias após início do

experimento, com 3 repetições. Após 180 dias de condução experimental em

laboratório, foram analisadas as variáveis: liberação de CO2, carbono orgânico total

(COT) e os hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP) remanescentes no solo.

O experimento II foi realizado em reatores de cerâmica em casa de vegetação,

utilizando-se o esquema fatorial 5x4, sendo 5 tratamentos: (T1); (T2); (T3); (T4); e

(T5); 4 períodos de avaliação: 1, 60, 120 e 180 dias após coleta do solo, com 4

repetições. O experimento foi avaliado sob duas condições: com e sem aeração

forçada. No experimento II foram analisadas as seguintes variáveis: Unidades

Formadoras de Colônias (UFC), Carbono Orgânico Total (COT), Nitrogênio (N),

Fósforo (P), Potássio (K) e Hidrocarbonetos Totais de Petróleo (HTP) remanescente

no solo.

No experimento I foi observado que a adição de torta de filtro e adubação com NPK

influenciaram significativamente as variáveis analisadas. Nos tratamentos com a

presença de torta de filtro a liberação de CO2 foi significativamente maior quando

comparada aos demais tratamentos. Observou-se que aos 180 dias ocorreu uma

remoção significativa de HTP do solo, onde foram obtidos valores percentuais de

remoção de 61, 95, 75 e 88% para os tratamentos T2, T3, T4 e T5, respectivamente.

No experimento II, observou-se que a torta de filtro e adubação com NPK

influenciaram significativamente as variáveis pH do solo, COT, N, P e K. Aos 180

dias foi observado que a aeração aumentou a remoção de HTP do solo. Nos

biorreatores com areação observou-se uma remoção de 51,4; 88,2; 63,5; 96,3%,

respectivamente, para os tratamentos de atenuação natural (T2), bioaumento (T3)

bioestímulo (T4) e combinação bioestímulo/bioaumento (T5), quando comparados

ao período inicial do experimento. Por outro lado, nos biorreatores sem aeração
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forçada foram obtidos valores percentuais de remoção 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 aeração forçada potencializou o aumento da atividade microbiana, e, portanto,

contribuiu para o aumento da biodegradação do óleo diesel.
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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 CO2, 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
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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.



1. INTRODUÇÃO

As indústrias petrolíferas são reconhecidas mundialmente pelo grande

potencial de contaminação de solo, água, ar, e uma série de impactos ambientais

decorrentes das atividades da mesma. Estas indústrias são responsáveis pela

geração de quantidades significativas de resíduos sólidos ao longo da cadeia

produtiva (exploração, produção, transporte, processamento e distribuição) (ANP,

2015).

Os impactos ambientais envolvendo petróleo e derivados são principalmente devido

a vazamentos acidentais e a derrames em tanques de armazenagem e bombas

(Calijuru et al., 2013).

Dentre os derivados do petróleo, o óleo diesel é o produto mais abundante

obtido a partir do refino do petróleo bruto. (ANP, 2015). Sua composição apresenta,

basicamente, hidrocarbonetos (compostos orgânicos que contêm átomos de

carbono e hidrogênio) e, em baixas concentrações, enxofre, nitrogênio e oxigênio. É

um produto inflamável, com nível médio de toxidade, pouco volátil, sem material em

suspensão, límpido, com cheiro forte e característico (Gad, 2005).

O Brasil produziu 2,469 milhões de barris de petróleo por dia em janeiro de

2015, totalizando, aproximadamente, o recorde de 3.077 milhões de barris de óleo

equivalente por dia (boe/d). Dentre todos os estados brasileiros produtores, o Rio de

Janeiro concentra a maior parte da produção (77,1%), produzindo o valor estimado

de 1.663.942 barris de petróleo por dia (bbl/d) e 1.890.006 boe/d (ANP, 2015).
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Diante da crescente contaminação de solo através do petróleo 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

água têm sido contaminadas com hidrocarbonetos totais de petróleo (TPHs),

incluindo o óleo diesel e produtos petroquímicos, representando uma ameaça para

os ecossistemas aquáticos e terrestres  (Almeida et al., 2013; Ugochukwu et al.,

2013; Jagtap et al., 2014). Em decorrência do aumento do número de eventos de

vazamento descontrolados ou ilegais de petróleo e seus derivados, muitos países

atentam para a necessidade de desenvolverem tecnologias e medidas de

intervenção e remediação de solos e águas contaminadas. Estas tecnologias estão

baseadas em processos biológicos, físicos e químicos, a fim de reduzir a

contaminação a um nível seguro e aceitável (Khan et al., 2004). Existe uma busca

por tecnologias ambientais de custo acessíveis, de fácil operação e de riscos

reduzidos (Marques, 2007). A escolha pela tecnologia a ser aplicada consiste na

ação custo/beneficio, o que muitas vezes avalia a biorremediação como uma

tecnologia viável, por apresentar valor de tratamento inferior aos físico-químicos já

existentes (Trinidade, 2002).

A biorremediação técnica é ecologicamente aceitável para mitigar a

contaminação de solos de forma segura e justificável, acelerando de forma natural a

degradação de compostos orgânicos, em especial os hidrocarbonetos do petróleo,

resultando ao final CO2 e água (Trindade, 2005, Molina- Barahona, 2004; Nakagawa

e Andréa, 2006; Silva, 2010; Chagas-Spinelli, et al., 2012).

As principais técnicas de tratamentos biológicos (landfarming, compostagem,

biopilhas e biorreatores). Podem ser realizados in-situ, ou seja, no próprio sítio

contaminado (com ou sem remoção do solo) ou ex-situ, onde o solo é removido,

tratado em estações de tratamento apropriadas e reposto no local de origem ou em

outro local previamente definido, dependendo de algumas condições ambientais

como, temperatura, presença de oxigênio e nutrientes, e pH (Coelho, 2005). As

combinações de resíduos agroindustriais e fertilizantes orgânicos com os

macronutrientes nitrogênio e fósforo ativam a flora microbiana autóctone dos solos

(Eweis et al. 1999; Sempre et al., 2001; Torres et al., 2011).
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O nitrogênio é essencial na biossíntese de proteínas e ácidos nucleicos pelos

microrganismos. O fósforo é um componente vital dos ácidos nucleicos, dos

fosfolipídios que compõem as membranas celulares e também desempenha um

papel central no processo de transferência de energia dentro da célula. Tonini et al,

(2010). De esta maneira, o uso de nutrientes ricos em nitrogênio e fósforo pode

acelerar ou estimular a biodegradação de óleo diesel.

Na safra 2014/2015 da região Centro-Sul do Brasil aponta para uma moagem

de 571,34 milhões de toneladas de cana-de-açúcar, produzindo aproximadamente

171,4 milhões de toneladas de torta de filtro. (ÚNICA, 2015).

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

subproduto do processamento da indústria açucareira , constituída de uma mistura

de bagaço moído e lodo da decantação, proveniente do processo de clarificação do

caldo produzida na proporção de 20 a 40 quilos por tonelada de cana, apresentando,

em média, 75% de umidade, utilizada como alternativa para manutenção da

fertilidade do solo, capaz de aumentar a disponibilidade de nitrogênio, fósforo e

cálcio, a capacidade de troca catiônica (CTC), diminuir os teores de Al trocável do

solo, promove a redução da densidade aparente do solo e o aumento da porosidade

total do solo; aumenta a atividade microbiológica e adição de novos micro-

organismos, diversificando a flora e a microflora do solo e pode aumentar a

capacidade de reter maiores quantidades de água. Mas, este subproduto oriundo da

fabricação de álcool e açúcar pode ser uma fonte poluidora se usada de forma

inadequada, Schneider et al. (2012). Por todas estas características é que se utilizou

a torta de filtro como um estruturante neste trabalho.

Foi realizada uma etapa de investigação preliminar de caracterização do solo sem

contaminação e contaminado, assim como da torta de filtro de cana-de-açúcar. Os

experimentos de biodegradação envolveram duas etapas: ensaios em microcosmos

e em reatores de cerâmica.

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho avaliou o potencial da

utilização da torta de filtro de cana-de-açúcar e NPK no processo de biorremediação

de solos contaminados com hidrocarbonetos de petróleo, em microcosmos e

reatores pilotos, na presença ou ausência de areação forçada.
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1. Petróleo: Origem e Composição
Ao longo da história da Terra, grande quantidade de organismos animais e

vegetais foi, lentamente, se depositando no fundo dos lagos e mares. Pela ação do

calor e da pressão, provocada pelo seguido empilhamento das camadas geológicas,

estes depósitos orgânicos foram transformados, face às reações termoquímicas, em

petróleo (óleo cru e gás). A utilização mais intensa do petróleo começou por volta de

1847, quando um comerciante de Pittsbourg (Pensilvânia, EUA) começou a

engarrafá-lo e vendê-lo como lubrificante (Rizzo et al., 2006).

O petróleo bruto possui em sua composição uma cadeia de hidrocarbonetos,

cujas frações leves formam os gases e as frações pesadas do óleo cru. Por isto, o

petróleo é definido como uma mistura complexa de hidrocarbonetos sólidos, líquidos

e gasosos (Rizzo et al., 2006).

A maior parte é constituída por alcanos e hidrocarbonetos aromáticos, e em

pequena quantidade por compostos orgânicos contendo enxofre, nitrogênio e

oxigênio, assim como baixas concentrações de compostos orgânicos metálicos,

principalmente níquel e vanádio (Fetter 1993; Pedrozo et al., 2002). A composição

global do petróleo de acordo com (Zílio e Pinto, 2002) pode ser definida pelo teor de:

• hidrocarbonetos saturados, que compreendem alcanos de cadeia normal e

ramificados (parafínicos) e cicloalcanos (naftênicos);



5

• hidrocarbonetos aromáticos, que incluem moléculas aromáticas puras, cicloalcano-

aromáticos, (naftenoaromáticos) e, usualmente, compostos cíclicos de enxofre;

• resinas e asfaltenos, que são componentes policíclicos, de alto peso molecular,

compreendendo átomos de nitrogênio, enxofre e oxigênio.

O petróleo é uma fonte energética que causa um dos maiores impactos ao

longo de todo o seu ciclo, que vai desde a extração até o consumo final (como as

emissões dos veículos e as atividades industriais) (Galdino et al., 2004).

A alta proporção de carbono e hidrogênio existente no petróleo mostra que

os hidrocarbonetos podem variar de 50 – 98% de sua composição, sendo os seus

principais constituintes (Galdino et al., 2004).

2.2. Óleo diesel composição/ obtenção
O óleo diesel é um combustível fóssil, derivado do petróleo, muito utilizado

para movimentar máquinas de grande porte. O óleo diesel é o combustível mais

usado no Brasil, provém da destilação do petróleo, e utilizado para gerar energia e

movimentar motores de combustão interna e ignição por compressão (motores do

ciclo diesel), tais como: trator, caminhão, automóveis de passeio, furgões, ônibus,

caminhões, pequenas embarcações marítimas, locomotivas, navios, etc. (ANP,

2014).

Formado basicamente por hidrocarbonetos (compostos químicos constituídos

por átomos de hidrogênio e carbono), também possui em sua composição uma

pequena quantidade de oxigênio, nitrogênio e enxofre. O diesel é um líquido

amarelado e viscoso, límpido, pouco volátil, de cheiro forte e marcante e com nível

de toxicidade mediano (DEMEC, 2013). O diesel é um combustível mais “pesado”

que a gasolina e sendo formado por cadeias carbônicas de 6 a 30 átomos, essas

características também conferem menor volatilidade e menor solubilidade em água.
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Figura 1. (A) óleo diesel normal S50 ou S 10; e (B) óleo diesel colorante vermelho

(S500).

O óleo diesel S50, amarelo claro, não pode ter corante algum. É o combustível

com o menor teor de enxofre comercializado atualmente no Brasil. Possui, no

máximo, 50 mg kg-1 de enxofre. (Figura 1 A). Por outro lado, o óleo diesel S500,

com coloração avermelhada, tem teor de enxofre máximo de 500 mg/kg. (Figura 1B).

O óleo diesel extra-aditivado contém aditivos com objetivo de manter limpo o

sistema de alimentação de combustível, reduzir o desgaste dos bicos injetores,

proporcionar maior proteção anticorrosiva a todo o sistema de alimentação, além de

aumentar a vida útil do motor (ANP 2014).

O óleo diesel de referência é produzido, especialmente, para as companhias

montadoras de veículos a diesel, que o utilizam como padrão para a homologação,

ensaios de consumo, desempenho e teste de emissão.

O óleo diesel tipo "Metropolitano", como o próprio nome indica, é utilizado nas

regiões com as maiores frotas em circulação, em geral nas capitais que requerem

maior controle das emissões (ANP 2014).

Figura 2. Esquema de refinação para produção de óleo diesel (Alves, 2006).

Na (Figura 2) é mostrado esquema genérico do processo de produção do

óleo diesel. A partir do refino do petróleo obtém-se, pelos processos de destilação
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atmosférica, craqueamento catalítico fluido às frações denominadas de gasóleos,

básicas para a produção de óleo diesel (Alves, 2006). Para eliminação de

contaminantes (compostos de enxofre e nitrogênio, principalmente) partes dos

gasóleos é tratada quimicamente com hidrogênio no processo denominado

hidrotratamento.

A produção de óleo diesel é feita a partir do refino do petróleo, pelo processo

inicial de destilação fracionada, à temperatura entre 260°C e 340°C. (ANP, 2013).

O óleo diesel pode ser classificado de acordo com sua aplicação sendo elas:

• Extra Diesel Aditivado;

• De referência (também chamado diesel padrão);

• Tipo "Metropolitano" (máximo de 0,05% de enxofre);

• Tipo "Interior" (máximo 0,2% de enxofre).

De acordo com Mariano, (2008), a maior fração do óleo diesel não é

caracterizada por que a maioria dos componentes não pode ser resolvida e eles

aparecem nos cromatogramas como “picos”, que é chamado de "unresolved

complex mixture (UCM) ou Mistura Complexa não Resolvida (MCNR)", a qual

presumidamente inclui alcanos cíclicos e ramificados e produtos de transformações

polares. Os hidrocarbonetos resolvidos de petróleo são chamados de (TRH) sigla

que advém de “total resolvable hydrocarbons” e o TPH é a soma do TRH e UCM. Os

TRH são hidrocarbonetos não degradados, e eles aparecem como picos nos

cromatogramas.

2.3. Biorremediação
Existem várias tecnologias utilizadas na remediação de ambientes

contaminados com hidrocarbonetos (Tabela 1). No entanto, dentre as novas

estratégias para conter o impacto ambiental causado por acidentes e derrames de

combustíveis, a biorremediação desponta como a menos agressiva e mais

adequada para a manutenção do equilíbrio ecológico (Leahy e Colwell, 1990; Wang,

et al., 2012; Chagas-Spinelli, et al., 2012).

A biorremediação é uma técnica de despoluição de ambientes contaminados

baseada na aceleração do processo natural de biodegradação de determinadas

substâncias no meio ambiente. O processo depende de algumas condições
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ambientais como, temperatura, presença de oxigênio e nutrientes, e pH (Coelho,

2005).

Em decorrência dos crescentes casos de contaminação do solo e águas

subterrâneas é necessário buscar alternativas para minimizar os impactos causados

pelo agente contaminante. Estas são tecnologias remediadoras que envolvem

processos físicos, químicos e biológicos, de modo a atuar na retenção, imobilização,

remoção ou destruição destes contaminantes (Khan et al., 2004; Costa, 2011).

Essas tecnologias têm sido estudadas e discutidas por vários autores na literatura.

A técnica de biorremediação começou a ser mais utilizada com a finalidade de

tratar solos e águas subterrâneas, por se tratar de uma tecnologia inovadora, viável

e eficaz na remediação de ambientes contaminados com compostos orgânicos de

difícil degradação (Oliveira et al., 2007). Ela pode ser considerada uma tecnologia

atrativa por conduzir a biotransformação parcial ou completa de muitos

contaminantes orgânicos à biomassa microbiana e ao produto final inoculado estável

(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 equilíbrio ecológico quando comparada aos processos de tratamentos

físico-químicos (Semple et al., 2001., Gaylarde et al., 2005).

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

Métodos Técnicas

Químico - Físico

Co-processamento
De sorção térmica

Extração por solvente
Solidificação

Biológico

Atenuação natural
Bioestímulo
Bioaumento

Biopilhas
Biorreatores

Compostagem
Landfarming

Fitorremediação
Fonte: Van Hamme et al. (2003).
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A biorremediação, técnica de limpeza usa microrganismos ou processos

microbianos para reduzir a concentração e/ou a toxicidade de determinados

poluentes acelerando o processo de biodegradação (Atlas, 1981). Portanto, pode-se

considerar que a biorremediação é a otimização da biodegradação, sendo que esta

aceleração pode ser de três principais tipos:

 Bioestímulo (adição de fertilizantes);

 Bioaumento (introdução de microrganismos);

 Biorremediação intrínseca (atenuação natural monitorada).

A utilização da técnica de biorremediação foi descoberta através de pesquisas

que investigavam a degradação 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

após a análise dos fatores bióticos e abióticos envolvidos no processo de

biodegradação, a técnica passou a ser aplicada na limpeza de ambientes

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

2.4 Tecnologias de biorremediação
As técnicas de biorremediação podem ser classificadas segundo o tratamento

e a fase utilizada. De acordo com o local de tratamento, as técnicas de

biorremediação são denominadas in situ e ex situ. Essas técnicas devem levar em

conta os poluentes, o custo dos processos e, principalmente, a concentração final do

contaminante, o término do tratamento, que deve ser como aceitável para o tipo de

resíduo e para o uso futuro da área.

A biorremediação in situ é uma técnica que visa tratar o solo no local da

contaminação utilizando-se de tecnologias que vão desde a introdução de oxigênio e

nutrientes até a adição de organismos selecionados para cada tipo de contaminante.

Neste caso não há remoção de material contaminado evitando custos e

distúrbios ambientais associados com o movimento de solos e águas. Os produtos

finais de uma biorremediação efetiva são água e gás carbônico, que não

apresentam toxicidade para os organismos vivos.
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De acordo com parâmetros como origem dos microrganismos, adição ou não

de nutrientes, a biorremediação in situ pode ser realizada através de três processos:

biorremediação intrínseca, bioestímulo ou bioaumento (Atlas, 1997).

Em se tratando da biorremediação ex situ de solos contaminados por

atividades petrolíferas existem várias técnicas de biorremediação: landfarming,

biopilhas e diferentes tipos de biorreatores (Berger, 2005; Coelho, 2005). Os

processos de biorremediação ex situ podem ser realizados com unidades móveis no

local de descontaminação (on-site) ou em estações fixas de tratamento (off-site).

Estas técnicas produzem resultados mais rápidos, são mais fáceis de controlar e

apresentam uma maior versatilidade para o tratamento de grande número de

contaminantes e tipos de solo. Todavia, requerem a remoção do solo contaminado

antes da biorremediação acontecer, o que impreterivelmente eleva o custo do

tratamento (Abbras, 2003).

As biopilhas são conhecidas como biocélulas ou pilhas compostas, sendo

usadas para reduzir as concentrações de constituintes do petróleo em solos

escavados, através do uso da biodegradação. Esta tecnologia envolve o

empilhamento de camadas de solo e a estimulação da atividade microbiana do solo

pela aeração e/ou adição de minerais, nutrientes e umidade (Jorgensen, et al.,

2003).

A utilização do oxigênio tem como objetivo estimular o crescimento e a

reprodução das bactérias aeróbicas que degradam os constituintes do petróleo. As

biopilhas são aeradas forçando-se o ar a se mover por meio da injeção ou extração

através de tubos perfurados colocados por toda a pilha.

Muitos contaminantes orgânicos têm sido reduzidos com a utilização de

biorremediação através das biopilhas (Jorgensen et al., 2003). Esta tecnologia tem

demonstrado funcionar com sucesso especialmente para os hidrocarbonetos

petrolíferos, hidrocarbonetos poliaromáticos (HPA) e cloretos.

Landfarming é uma tecnologia de superfície de remediação do solo, onde o

solo contaminado é escavado em camadas finas e espalhado sobre a superfície do

terreno onde ocorre a estimulação da atividade microbiana aeróbica por intermédio

da aeração e/ou adição de minerais, nutrientes e umidade (Azevedo, 2006). Esta

técnica é empregada com elevada eficiência no tratamento de rejeitos industriais,
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especialmente na indústria petroquímica. O rejeito é misturado ao solo por aração e

dragagem e as condições físico-químicas do solo (água, aeração e nutrientes) são

monitoradas para maximizar a atividade heterotrófica.

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 substâncias de fácil degradação aeróbica (Berger, 2005).

Entretanto, a quantidade de resíduo a ser aplicada é determinada pelo índice de

toxicidade, e desde que uma taxa desejável de atividade da camada reativa do solo

esteja sendo mantida, o teor de metais só é controlado porque ele próprio pode

interferir nesta atividade (Dal Forno, 2006).

Os biorreatores têm como diferencial o tratamento em um espaço confinado,

o reator. A sua aplicação apresenta como maior vantagem o fácil controle de

degradação biológica que permite um tratamento rápido e eficaz. As concentrações

de oxigênio e de nutrientes, o teor de água, a temperatura e o pH são 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 suspensão (slurry bioreactors) (Berger, 2005). Este

último baseia-se na principal tecnologia eletrônica utilizada no processo de

biodegradação: aeróbio (oxigênio molecular), anóxica (nitrato e de alguns metais

cátions), anaeróbio (sulfatos-redutores, metanogênicos, fermentação), ou misto ou

combinado de elétrons (González et al., 2008).

Nesta técnica, nutrientes e outros aditivos, tais como agentes neutralizantes,

surfactantes, dispersantes, e co-metabólitos podem ser oferecidos para melhorar

características e taxas de degradação microbiana. Microrganismos nativos podem

ser utilizados ou acrescentados no biorreator ou podem ser adicionados

continuamente para manter níveis adequados de biomassa.

O mecanismo fundamental do tratamento em biorreatores é a degradação

natural por populações endógenas bioestimuladas e/ou microrganismos adicionados

(bioaumento). Os biorreatores normalmente apresentam eficácia na remediação de

solo contaminado com hidrocarbonetos de petróleo (óleo, gasolina, diesel), sendo

frequentemente utilizados na degradação de compostos altamente recalcitrantes tais

como organoclorados e HPA (Lalli e Russel, 1996; Lima, 2004; Silva, 2010).
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A remediação natural é um processo que se baseia em fatores naturais para

remoção ou contenção de contaminantes. Este processo vem ganhando maior

aceitação em locais contaminados por derramamentos de derivados de petróleo.

Esta forma de aplicação refere-se aos processos físicos, químicos e biológicos que

facilitam o processo de remediação de maneira global (Mariano, 2006).

Neste tipo de atenuação não é utilizada nenhuma ação de tratamento, ela

está baseada basicamente no monitoramento do deslocamento. Dados obtidos em

pesquisas de campo comprovam que a atenuação natural limita o deslocamento dos

contaminantes e, portanto, diminui a contaminação ao meio ambiente (Corseuil e

Marins, 1998).

A biodegradação se baseia na capacidade dos microrganismos autóctones

degradarem contaminantes que eventualmente tenham sido derramados em

subsuperfície sem qualquer interferência de tecnologias ativas de remediação

(Mariano, 2006).

Quando se trata dos hidrocarbonetos ocorre essencialmente uma reação de

oxirredução, onde este é oxidado e um aceptor de elétrons é reduzido. Há vários

compostos que podem agir como aceptores de elétrons, tais como o oxigênio (O2),

nitrato (NO3-), óxidos de ferro [Fe(OH)3], sulfato (SO4-2), água (H2O) e dióxido de

carbono (CO2).

A seguinte sequência de preferência de utilização desses aceptores foi

observada por Corseuil e Alvarez (1996): oxigênio > nitrato > óxidos de ferro >

sulfato > água.

A bioventilação é uma tecnologia que aumenta a biodegradação natural dos

hidrocarbonetos de petróleo mediante o fornecimento de oxigênio aos

microrganismos presentes no solo. Utiliza baixa vazão de ar, suficiente apenas para

manter a atividade microbiana. Na maioria dos casos, o oxigênio é suprido pela

injeção direta de ar na água e no solo contaminado, onde ocorre também a

biodegradação dos compostos orgânicos voláteis que se movem lentamente através

do solo biologicamente ativado (Azevedo, 2006).

Esta técnica tem um histórico em tratamento de degradação aeróbica de

contaminantes, como os combustíveis. Na bioventilação aeróbica, solos

contaminados com baixas concentrações de oxigênio são tratados através do
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fornecimento de oxigênio para facilitar a biodegradação microbiana aeróbia. O

oxigênio é normalmente introduzido pela injeção de ar em poços que empurram o ar

do subsolo (EPA, 2006). Além disso, são utilizados, principalmente, para tratar a

biodegradação aeróbia de contaminantes, como os compostos orgânicos voláteis e

hidrocarbonetos.

O bioaumento ocorre pela adição de microrganismos específicos em regiões

impactadas e adaptados em laboratório às condições ambientais.  Ao usar essa

técnica, faz-se a avaliação dos microrganismos presentes no ambiente,

identificando-se os degradadores de óleo. Em seguida, através de biorreatores

estimula-se em laboratório o crescimento microbiano das espécies de interesse e,

posteriormente, injeta-se o “pool” de microrganismos no local contaminado com o

objetivo de aumentar a população microbiana, responsável pela degradação do óleo

(Rosa, 2003). Entretanto, a aplicação do método na descontaminação de ambientes

costeiros não se mostrou suficientemente eficaz, devido à atuação de processos

intempéricos, correntes marinhas, ventos, ondas, chuvas e competições

microbianas, que influenciam diretamente na utilização dessa técnica (Atlas, 1981).

A adição de culturas mistas de microrganismos autóctones tem como objetivo

aumentar a taxa e/ou a extensão da biodegradação, pois, normalmente, a população

autóctone não está adaptada, e nem é capaz de degradar toda a gama de

substratos presentes em uma mistura complexa como o petróleo (Souza, 2003).

Culturas mistas são produzidas com microrganismos coletados de regiões

contaminadas, mas para isso têm-se alguns critérios para a escolha destes

microrganismos como a habilidade de degradar a maioria dos componentes do

petróleo, boa estabilidade genética, elevado grau de atividade enzimática,

capacidade de competir com os microrganismos autóctones, manutenção da

viabilidade das células durante a estocagem, ausência de patogenicidade e

crescimento rápido no meio ambiente natural. Após o isolamento, os microrganismos

são bioaumentados em laboratório e estocados (Hoff, 1993; Souza, 2003).

O bioestímulo é a aceleração da reprodução microbiana e de suas atividades

metabólicas, pela adição de oxigênio, água e nutrientes ao meio ambiente

contaminado (Rosa, 2003). No bioestímulo de populações de microrganismos
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autóctones com o objetivo de aumentar as taxas de biodegradação é

frequentemente empregada em projetos de biorremediação (Atlas, 1997).

Para se utilizar o processo de bioestimulação, deve-se demonstrar que existe

no local contaminado uma população natural de microrganismos capazes de

biodegradar os contaminantes presentes e que as condições ambientais são

insuficientes para se obter altas taxas de atividade microbiológica dessa população

(Mariano, 2006).

Durante o bioestímulo 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 biodegradação em condições ambientais

favoráveis. A adição de nutrientes em ambientes contaminados permite a

degradação mais rápida e eficaz dos hidrocarbonetos por parte dos microrganismos

nativos (Vallejo et al., 2005).

2.5. Compostagem
O termo compostagem está associado ao processo de tratamento dos

resíduos orgânicos, sejam eles de origem urbana, industrial, agrícola e/ou florestal.

De acordo com Pereira Neto (1996), a compostagem é definida como um processo

aeróbio controlado, desenvolvido por uma população diversificada de

microrganismos, efetuada em duas fases distintas: a primeira quando ocorrem as

reações bioquímicas mais intensas, predominantemente termofílicas; a segunda, ou

fase de maturação, quando ocorre o processo de humificação. A compostagem é o

processo de decomposição e estabilização biológica dos substratos orgânicos, onde

ocorre o processo de oxidação biológica através do qual os microrganismos

decompõem os compostos constituintes dos materiais liberando dióxido de carbono

e vapor de água. Apesar de ser considerada um processo aeróbio, a compostagem

é também referida como um processo biológico de decomposição aeróbia e

anaeróbia, sendo realizada em sua quase totalidade por processos aeróbios (Kiehl,

1998).

No processo de compostagem a energia produzida pelos microrganismos

promove um incremento de temperaturas. Quando essas se encontram superiores a

40°C começam a predominar os microrganismos termofílicos, responsáveis pela
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decomposição acelerada da matéria orgânica. Nessa fase as temperaturas

ultrapassam os 55°C, promovendo a eliminação dos microrganismos patogênicos

para os humanos ou para as plantas. Acima dos 65 °C a maioria dos

microrganismos será eliminada, incluindo aqueles que são responsáveis pela

decomposição, necessitando assim, controlar a temperatura com umidade e

aeração, mantendo em níveis desejados (Pereira Neto 1987).

De forma genérica, os materiais vegetais frescos e verdes tendem a ser mais

ricos em nitrogênio do que os materiais secos e acastanhados. Nota-se que o verde

resulta da clorofila que tem nitrogênio, enquanto que o castanho resulta da ausência

de clorofila. No caso das folhas, a senescência (em que se verifica o

amarelecimento das folhas devido à degradação da clorofila) está associada à

remobilização do nitrogênio 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 nitrogênio.

Entre os primeiros pode considerar os materiais lenhosos como a casca, as

folhas e os galhos de árvores, as aparas de madeira, as podas dos jardins, as

palhas e os fenos, e o papel. Entre os últimos incluem-se as folhas verdes, estrumes

animais, urinas, solo, restos de vegetais hortícolas, ervas, etc. também pode citar os

resíduos da agroindústria de processamento de produtos de origem vegetal (frutas,

oleaginosas, fibrosas, madeireiras, etc.) e origem animal (laticínios, avicultura de

corte, aquicultura, etc.) apresentam em suas composições diferentes constituintes,

que abrem muitas oportunidades de agregação de valor pela aplicação do conceito

de biorrefinaria.

2.6. Cana-de-açúcar e torta de filtro
O Brasil é considerado o maior produtor mundial de cana-de-açúcar, voltada

para a produção de açúcar, etanol e derivados. Na safra 2014/15 a área cultivada

com cana-de-açúcar que foi colhida e destinada à atividade sucroalcooleira é de

9.004,5 mil hectares, distribuídas em todos os estados produtores, com uma

produção total de cana-de-açúcar moída de 634,8 milhões de toneladas, a produção

de açúcar foi de 35,56 milhões de toneladas e etanol de 28,66 bilhões de litros.
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Gerando aproximadamente 19,04 milhões de toneladas de torta de filtro (CONAB,

2015).

A torta de filtro é composta por uma mistura de bagaço moído e lodo da

decantação provenientes do processo de clarificação do açúcar ou filtração do caldo

extraído das moendas e apresenta elevado teor de umidade (75%), matéria

orgânica, macro e micronutrientes (Tabela 2).

Tabela 2. Composição química aproximada de 100 gramas de torta de filtro.

NUTRIENTE Nunes Junior (2008) Santos et al. (2010)
C % 44,5 - 49,1 33,09
Matéria Orgânica g Kg-1 77 - 85 57,25
N  % 1,1 - 1,4 1
P g Kg-1 10,4 - 25,5 3,3
K g Kg-1 3,0 - 9,6 4,6
Mg g Kg-1 1,5 - 5,6 2,5
S g Kg-1 2,70 - 2,96 7,2
Ca g Kg-1 40,7 - 54,6 9,1
Bm mg Kg-1 40 - 80 124
Zn mg Kg-1 150 - 200 282
FE mg Kg-1 80 - 120 233
C/N 40,3 - 35,07 33

A composição da torta de filtro varia de acordo com diversos fatores:

variedade de cana, tipo de solo, maturação da cana, processo de clarificação do

caldo e outros.

No processamento da cana-de-açúcar são produzidos, para cada tonelada de

cana moída, cerca de 30 kg de torta de filtro, 240 kg de bagaço de cana (Dematê,

1992).

Muitos dos subprodutos da cana-de-açúcar não são desperdiçados. O bagaço

é utilizado para a produção de energia, enquanto que a vinhaça (rica em potássio) e

a torta de filtro são utilizadas como fertilizantes nas próprias plantações de cana.

(Vitti, 2006; Santos et al., 2012).

Entre os efeitos da torta de filtro sobre as propriedades químicas do solo, o aumento

sobre disponibilidade de nitrogênio, fósforo e cálcio, a CTC e a diminuição nos

teores de Al trocável, merecem destaque (Nunes Júnior, 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 nitrogênio y fósforo, melhora a aeração,  porosidade e

ativa a flora microbiana nativa nos solos.

2.7. Microrganismos e fatores que limitam a biodegradação

São considerados como prova potencial para o monitoramento de

hidrocarbonetos de solo contaminado a atividade respiratória do solo, a biomassa /

contagem de microrganismos e bioluminescência microbiana (Van Beelen e

Doelman, 1997). As contagens microbianas em geral, diminuem depois que o solo

está contaminado, mas podem ser maiores se não for um processo de

biodegradação do contaminante. A atividade respiratória tem sido principalmente

utilizada para controlar a remoção de pesticidas, mas a remoção de hidrocarbonetos

não pode ser representativa, porque o processo biológico pode ser devido à

decomposição de outros compostos orgânicos presentes no solo. Esta atividade é

medida, normalmente, através da respirometria por titulação do CO2 gerada durante

a respiração microbiana (Dawson et al., 2007; Terekhova, 2010). (Wang et al., 2010)

trabalhando com solo tratado termicamente, contaminados com hidrocarbonetos,

onde aplicou-se vários testes toxicológicos para avaliar o sucesso do seu

tratamento,  observaram que as concentrações residuais de 600 mg kg-1 podem

diminuir a respiração microbiana.

As variáveis ambientais podem afetar o processo de biodegradação em

diferentes níveis, de forma a influenciar o crescimento e a atividade microbiana,

além das propriedades físicas e químicas dos poluentes (Moreira e Siqueira, 2006).

Dentre estas se destacam: a estrutura química e concentração do poluente, as

condições ambientais e substrato, como pH, umidade, nutriente, teor de oxigênio

dissolvido e potencial redox.

O solo contaminado normalmente é deficiente em nutrientes necessários ao

crescimento e à manutenção dos microrganismos. O balanceamento dos principais

macronutrientes (carbono, nitrogênio e fósforo) é primordial ao crescimento celular.
Enquanto o N é constituinte de proteínas, ácidos nucleicos e componentes da

parede celular, o P ocorre na forma de fosfatos inorgânicos e interfere, sobretudo, na

geração de energia (adenosina trifosfato – ATP), da qual dependem para realizar as
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sínteses celulares (Cunha, 2008). Diferentes relações C:N:P são sugeridas,

entretanto, as mais utilizadas são 100:10:1 (Riser-Roberts, 1998). Tal relação foi

deduzida a partir da decomposição, que é de 50% de C, 14% de N e 3% de P da

massa seca, que resulta em uma relação de C:N:P de 50:14:3, expressa em

miligramas (mg). Com a incorporação de 40% de C na biomassa, uma relação

teórica seria 120:14:3 em mg ou 100:10  em molar (Moreira e Sequeira, 2006). A

disponibilidade de oxigênio no solo depende das taxas de consumo realizadas pelos

microrganismos, do tipo de solo, da saturação e da presença de outros aceptores

que podem ser utilizados concomitantemente ao oxigênio (Leahy e Colwell, 1990).

As reações biodegradativas também podem ocorrer em ambientes anóxicos e com

subcondições anaeróbicas, permitindo que a redução e possível degradação

ocorram tendo nitrato, sulfato e dióxido de carbono como aceptores de elétrons.

Compostos como os hidrocarbonetos clorados, BTEX, o naftaleno e o acenaftaleno,

também são degradados na ausência do oxigênio (Rosato, 1997; Oudit, 1998).

A biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo ocorre devido à reação de

oxirredução, onde o hidrocarboneto é oxidado (doador de elétrons) e um aceptor de

elétrons é reduzido. Vários compostos podem atuar como aceptores de elétrons, tais

como oxigênio, nitratos, óxidos de ferro, sulfatos, água e dióxidos de carbono, sendo

esta a sequência preferencial de utilização. Geralmente, a velocidade de oxidação

dos hidrocarbonetos é mais elevada para os aceptores de elétrons com potencial de

oxidação mais elevado (Corseuil e Alvarez, 1996).

A temperatura é um fator de extrema importância na promoção da atividade

metabólica microbiana, pois pode influenciar tanto nas reações fisiológicas das

células quanto nas características físico-químicas do ambiente (volume de solo

potencial de oxirredução, pressão, tensão superficial, estrutura da água). A taxa de

degradação enzimática e o metabolismo microbiano, de forma empírica, têm seus

valores duplicados a cada aumento de até 100C, a partir da qual se verifica efeito

inibitório para a maioria dos micro-organismos. Em temperaturas elevadas, as

proteínas microbianas podem ser irreversivelmente danificadas, provocando

interrupções das funções da célula. Ressalta-se que os microrganismos termófilos

capazes de suportar altas temperaturas estão presentes em quantidades inferiores

quando comparados aos mesófilos, os quais atuam em temperatura ambiente
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(Millioli, 2009). Segundo (Miroslav et al., 1996) a faixa de 30 a 400C é considerada

ideal na biodegradação dos hidrocarbonetos de petróleo.

Os microrganismos degradadores devem estar presentes em número

suficiente para serem capazes de metabolizar os hidrocarbonetos e os produtos

intermediários da degradação (Wise et al., 2003). Quando o contaminante encontra-

se em altas concentrações no solo, a atividade microbiana pode ser inibida devido

aos efeitos tóxicos sobre os microrganismos.

Devido à influência de vários fatores bióticos e abióticos no metabolismo dos

microrganismos, (Rizzo et, al., 2006) enfatizaram o emprego de biorreatores como

uma alternativa interessante e promissória para o tratamento de solos

contaminados, especialmente os de natureza argilosa, que, por possuírem baixa

permeabilidade, podem apresentar dificuldades para a incorporação de oxigênio e

nutrientes. Ainda de acordo com esses autores, a aplicabilidade das técnicas de

ladfarming, biopilhas e compostagem muitas vezes são inviabilizadas devido a

limitações geográficas da área contaminada, dificuldades operacionais e condições

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

3.1. BIORREMEDIAÇÃO “EX SITU” DE UM SOLO TROPICAL CONTAMINADO
POR DERRAMAMENTO DE ÓLEO DIESEL(1)

Fernando Reynel Fundora Tellechea(2); Marco Antônio Martins(3); Alexsandro Araujo da Silva(4) ;

Emanuela Forestieri da Gama-Rodrigues(5);) Meire Lelis Leal Martins(6)

RESUMO
O petróleo é reconhecido mundialmente pelo seu grande potencial de

contaminação do solo, da água e do ar. Dentre seus derivados, o óleo diesel é o

produto mais abundante obtido a partir do refino do petróleo bruto. O objetivo do

presente trabalho foi avaliar o potencial da utilização da torta de filtro de cana-de-

açúcar e da adubação com NPK na biorremediação de um solo contaminado com

óleo diesel. O solo utilizado foi coletado, no mesmo dia, em uma área onde ocorreu

um derramamento de óleo diesel, após um acidente com um caminhão tanque no

transporte do produto. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente

casualizado. Para a variável liberação de CO2 (respiração microbiana do solo)

utilizou-se o esquema fatorial 5x4, sendo 5 tratamentos: solo sem contaminação

(T1); solo contaminado com óleo diesel; (T2); solo contaminado com óleo diesel
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mais torta de filtro (T3); solo contaminado com óleo diesel mais NPK (T4); e, solo

contaminado com óleo diesel mais torta de filtro e NPK (T5); e, 4 períodos de

avaliação da somatória de CO2 acumulado: 1, 60, 120 e 180 dias após coleta do

solo, com 3 repetições. Entretanto, para as variáveis carbono orgânico total (COT) e

dos hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP) remanescente no solo, utilizou-se o

esquema fatorial 5x2, sendo os mesmos tratamentos acima e 2 períodos de

avaliação: 1 e 180 após início do experimento, com 3 repetições. A adição de torta

de filtro e adubação com NPK influenciaram significativamente as variáveis

analisadas. Nos tratamentos com a presença de torta de filtro (T3 e T5) a liberação

de CO2 foi significativamente maior quando comparada aos demais tratamentos.

Observou-se que aos 180 dias ocorreu uma remoção significativa de HTP do solo,

onde foram obtidos valores percentuais de remoção de 61,95, 70,08, 68,18 e 75,88

para os tratamentos T2, T3, T4 e T5, respectivamente, quando comparados ao

período inicial (tratamento T1). Os resultados demostraram que a presença da torta

de filtro aumentou significativamente a atividade microbiana, e, portanto, contribuiu

para o aumento da biodegradação do óleo diesel.

Palavras-chave: petróleo, respiração microbiana, torta de filtro de cana-de-açúcar.
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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 CO2 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).



23

INTRODUÇÃO

As indústrias petrolíferas são responsáveis pela geração de quantidades

significativas de resíduos sólidos ao longo da cadeia produtiva (exploração,

produção, transporte, processamento e distribuição). Consequentemente, são

reconhecidas mundialmente pelo grande potencial de contaminação de solo, água,

ar, e pelos impactos ambientais decorrentes das suas atividades produtivas. Dentre

os derivados do petróleo, o óleo diesel é o produto mais abundante obtido a partir do

refino do petróleo bruto (ANP, 2015). Sua composição apresenta, basicamente,

hidrocarbonetos (compostos orgânicos que contêm átomos de carbono e hidrogênio)

e, em baixas concentrações, enxofre, nitrogênio e oxigênio. É um produto inflamável,

com nível médio de toxicidade, pouco volátil, sem material em suspensão, límpido,

com cheiro forte e característico (Gad, 2005).

O Brasil produziu 2,469 milhões de barris de petróleo por dia em janeiro de

2015, totalizando, aproximadamente, o recorde de 3.077 milhões de barris de óleo

equivalente por dia (boe/d). Dentre todos os estados brasileiros produtores, o Rio de

Janeiro concentra a maior parte da produção (77,1%), produzindo o valor estimado

de 1.663.942 barris de petróleo por dia (bbl/d) e 1.890.006 boe/d (ANP, 2015).

O transporte de derivados do petróleo, gasolina e óleo diesel, é realizado no

país principalmente por meio rodoviário. Dessa forma, é comum a ocorrência de

acidentes ao longo das rodovias com caminhões tanques, que provocam desastres

ambientais que geralmente contaminam o solo e mananciais de água. Também é

comum ocorrer vazamentos em tanques de combustíveis de postos localizados nos

perímetros urbanos, causando contaminações do solo e redes de esgotos e cursos

de água. Diante da crescente contaminação de grandes quantidades de solo e de

água com hidrocarbonetos totais de petróleo (TPHs), incluindo o óleo diesel e

produtos petroquímicos é crescente o interesse em estudos nesta área (Reginatto,

et al., 2011; Aguiar et al., 2012; Leal et al., 2012), uma  vez que representam uma

ameaça para os ecossistemas aquáticos e terrestres  (Almeida et al., 2013.,

Ugochukwu et al., 2013., Jagtap et al., 2014).
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Em decorrência do aumento do número de acidentes ambientais ocorridos

pelas contaminações de petróleo e seus derivados, muitos países atentam para a

necessidade de desenvolver tecnologias e medidas de intervenção e remediação

para áreas contaminadas. Estas tecnologias estão baseadas em processos

biológicos, físicos e químicos e visam reduzir a contaminação a um nível seguro e

aceitável. Tecnologias capazes de remediar solos impactados por hidrocarbonetos

derivados do petróleo de uma forma ambientalmente responsável e de baixo custo

têm sido constantemente buscadas pelas empresas. A biorremediação é uma

técnica ecologicamente aceitável para mitigar a contaminação de solos de forma

segura e justificável, acelerando de forma natural a degradação de compostos

orgânicos, em especial os hidrocarbonetos do petróleo, resultando ao final CO2 e

água (Trindade, 2005; Molina-Barahona, 2004; Almeida et al., 2010). Todavia, a sua

aplicação na recuperação de solos contaminados por petróleo e seus derivados no

Brasil ainda é um grande desafio.

A combinação de compostos orgânicos e fertilizantes com os macronutrientes

nitrogênio e fósforo ativa a flora microbiana autóctone dos solos (Eweis et al. 1999,

Sempre et al., 2001, Torres et al., 2011). O nitrogênio é essencial na biossíntese de

proteínas e ácidos nucleicos pelos microrganismos. O fósforo é um componente vital

dos ácidos nucleicos, dos fosfolipídios que compõem as membranas celulares e

também desempenha um papel central no processo de transferência de energia

dentro da célula (Tonini et al., 2010). O uso de nutrientes ricos em nitrogênio e

fósforo pode contribuir para acelerar ou estimular a biodegradação de óleo diesel

(Almeida et al., 2010; Lladó, et al., 2012), tendo em vista a relação C:N e C:P do

óleo diesel ser elevada. De acordo com Bento et al. (2005), a relação C:N:P ideal de

nutrientes para que ocorra a biodegradação de combustíveis é de 70:5:1.

A torta de filtro é um subproduto produzido durante o processamento da cana-de-

açúcar. É composta por uma mistura de bagaço moído e lodo da decantação, ambos

provenientes do processo de clarificação do açúcar ou filtração do caldo extraído

das moendas. Ela apresenta elevado teor de umidade (75%), matéria orgânica,

fósforo, cálcio, magnésio e nitrogênio, aumentando a atividade microbiológica além

da adição de novos micro-organismos, diversificando a flora e a microflora do solo

(Santos et al., 2012). É um subproduto produzido em grandes quantidades na região
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Norte Fluminense que também pode gerar problemas ambientais. Este subproduto

oriundo da fabricação de álcool e açúcar pode ser uma fonte poluidora se usado de

forma inadequada, podendo causar danos ambientais graves contaminando águas e

solos (Schneider, et al 2012). Por outro lado, a sua utilização como bioestimulante

pode acelerar a dinâmica do processo de biorremediação.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial da utilização da torta

de filtro de cana-de-açúcar e da adubação com NPK na biorremediação de um solo

contaminado com óleo diesel.

MATERIAIS E MÉTODOS

O trabalho foi conduzido no Centro de Ciências e Tecnologias Agropecuárias

(CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF)

(Latitude= 21º 19' 23"; Longitude = 41º 10' 40" W; Altitude= 14 m), em Campos dos

Goytacazes – RJ.

As análises foram realizadas no Setor de Microbiologia do Solo da UENF e na

Central Analítica Fernanda Coutinho - Instituto de Química da Universidade do

Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

O solo utilizado, classificado como podzólico vermelho escuro, foi coletado em

uma área de aproximadamente 800m2 às 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 caminhão 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 não

contaminadas próxima à área 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 laboratório de Microbiologia do Solo/UENF e secas

em temperatura ambiente por um período de 7 dias. Após este período as amostras

de solo foram peneiradas em malha de 2,0 mm. A seguir, as amostras foram

armazenadas em câmara fria a 40C por 10 dias, quando então, foi determinada a
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composição química do solo e o número 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 Análises de Solo (EMBRAPA, 1997).

A contagem de bactérias heterotróficas foi realizada em placas contendo o ágar

padrão para contagem (PCA, Plate Count Agar) e foram expressas em unidades

formadoras de colônia por grama de solo (UFC g-1). Este meio de cultura é

extremamente rico em nutrientes com pH em torno de 7,0, não é seletivo e é

indicado para o crescimento de bactérias aeróbias mesófilas.

A torta de filtro de cana-de-açúcar foi proveniente da usina COAGRO,

(Cooperativa Agroindustrial do Estado do Rio de Janeiro LTDA) da safra 2013. A

composição química e o número total de bactérias presentes neste subproduto são

mostrados na Tabela 2.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado. Para a

variável liberação de CO2 (respiração microbiana do solo) utilizou-se o esquema

fatorial 5x4, sendo 5 tratamentos: solo sem contaminação (T1); solo contaminado

com óleo diesel; (T2); solo contaminado com óleo diesel mais 15% (p/p) torta de

filtro, (T3); solo contaminado com óleo diesel mais NPK  (T4); e, solo contaminado

com óleo diesel mais torta de filtro (15%, p/p) e NPK (T5); e, 4 períodos de avaliação

de emissão de CO2: 1, 60, 120 e 180 dias após início do experimento, com 3

repetições. No entanto, para as variáveis carbono orgânico total (COT) e dos

hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP) remanescente no solo, utilizou-se o

esquema fatorial 5x2, sendo os mesmos tratamentos acima e 2 períodos de

avaliação: 1 e 180 após coleta do solo, com 3 repetições.

Tabela 1. Características químicas e microbiológicas do solo utilizado no experimento.

Parâmetros
pH C M.O. P K Ca Mg UFC g kg-1

H2O mg kg-1

Solo contaminado 5,7 25,3 43,62 5 54,6 624 180 2,6 X 106

Solo sem contaminação 5,3 9,8 16,90 1 35,1 660 129,6 4,0 X 104

*pH em água; P e K extrator Mehlich; Ca, Mg extrator KCl  1molL-1; M.O.= matéria orgânica; UFC=
unidades formadoras de colônia.
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Tabela 2. Características químicas e microbiológicas da torta filtro de cana-de-açúcar.

pH C M.O N P K Ca Mg B Zn Cu Fe UFC kg solo-1

% mg kg -1 mg kg -1

Torta de filtro 8,4 2 23,8 41,3 1,2 7 3,6 18,7 2,6 44,6 8,4 40,5 129 1,2 x 109

*pH em água; P e K extrator Mehlich 1; Ca e Mg extrator KCl 1molL-1; M.O.= matéria orgânica; B, Zn
e Fe extrator ácido nítrico 0,5%; UFC= unidades formadoras de colônia.

Para o tratamento com NPK realizou-se o ajuste de nutrientes através da

relação C:N:P:K (100:10:1:1), de acordo com os resultados obtidos da análise de

solo contaminado (Pereira e Lemos, 2006). Desta forma, foram adicionados 1,07 g

vaso-1 de nitrato de amônia (NH4NO3), como fonte de nitrogênio e 2,87 g vaso-1 de

fosfato de potássio dibásico (K2HPO4) como fonte de fósforo e potássio.

Determinação da emissão microbiana de CO2 do solo

A emissão microbiana de CO2 do solo foi determinada pela adaptação do

método de respirometria de Bartha e Pramer (1965), que tem como base a

correlação direta entre a produção de CO2 e a degradação da matéria orgânica

presente no solo por meio dos microrganismos. Esta correlação pode fornecer

informações 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 solução de NaOH

0,1 mol L-1 foi colocado em erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 cm3 de solo com

umidade corrigida a 60% da capacidade de campo. Em seguida o erlenmeyer foi

vedado com rolha (Figura 1). A quantificação da liberação de CO2 foi feita por

titulometria (Araújo et al., 2001), HCl (0,5 mol L-1), 2,0 mL BaCl2 10%, fenolftaleína

1% como indicador (Stotzky, 1965). Paralelamente, fez-se o mesmo procedimento,

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

Durante os primeiros 60 dias, a partir da instalação do experimento, as

titulações foram realizadas diariamente. Após esse período as titulações foram feitas

semanalmente, devido ao fato de que as variações nas emissões diárias de CO2, nos

diferentes tratamentos, foram pequenas. A produção de CO2 em cada período (1, 60

e 120 e 180 dias) foi calculada através da somatória acumulada a partir do início do

experimento. Também foi calculada a produção diária de CO2, que foi obtida pela
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relação entre a somatória acumulada de CO2 a partir do início do experimento e os

períodos avaliados: 1, 60, 120 e 180 dias. Ressalta-se que um novo frasco contendo

os 10 mL de NaOH (0,1 mol L-1) era colocado sempre que se fazia a titulação. Isto

permitiu dar continuidade à incubação, evitando sempre a saturação da base com

CO2. As soluções de NaOH 1 mol L-1 e HCL 0,5 mol L-1 foram padronizadas

diariamente. Durante a titulação o frasco permaneceu aberto por aproximadamente

5 minutos para a renovação do oxigênio do sistema.

Figura 1: Biorreator utilizado como respirômetro.

Determinação do carbono total do solo
O carbono total (CT) do solo foi determinado por combustão seca em um

sistema analisador elementar automatizado Perkin-Elmer Series II

2400 CHNS/O Analyzer.

Determinação dos hidrocarbonetos totais de petróleo do solo
Os hidrocarbonetos presentes no solo durante o processo de biorremediação foram

extraídos por método de extração contínua em aparelho tipo Soxhlet, com hexano

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

Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa de alta resolução

acoplada à espectrometria de massas (CGAR-EM), utilizando um cromatógrafo

gasoso 456-GC (Bruker Daltônics Inc.) acoplado a um espectrômetro de massas

triplo quadrupolar  Scion MS-TQ (Bruker Daltonics Inc.).

As análises foram realizadas utilizando as seguintes condições: coluna BR-5MS

(30m x 0.25mm x 0,25µm); modo de injeção Split 1:20; temperatura do injetor 2800C;

gás de arraste He; fluxo constante de 1.0 mL/min; temperatura inicial de 80 0C (2

min), seguida por uma taxa de aumento a 4 0C/min até 270 0C e após até 300 0C a
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10 0C/min, permanecendo por 25 min.; fonte de íons a 230 0C e 70 eV; linha de

transferência a 250 0C; e faixa de massas de 40-500 Da.

A identificação e a quantificação dos compostos foram realizadas através do

software MS Workstation (MSWS 8 System Control, Bruker Daltonics Inc.) e

comparação com análise de diesel padrão Petrobrás. O cálculo de área foi obtido

através da soma da integração de todos os picos na faixa cromatográfica de 4.00 –

50.00min, condizente com a faixa de avaliação do óleo diesel.

Análises estatísticas
Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e a comparação de

médias foi realizada por meio do Teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade.

Para os dados referentes às avaliações de CO2 realizadas em 1, 60, 120 e 180 dias

de incubação foram ajustadas equações de regressão.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A atividade microbiana avaliada pela liberação diária de CO2 foi maior nos

tratamentos nos quais a torta de filtro estava presente (T3 e T5) e reduziu com

tempo de incubação (Figura 2). Contudo, observou-se que nos demais tratamentos a

liberação diária de CO2 permaneceu praticamente constante ao longo do período de

incubação. Ao final do período de incubação (180 dias) observou-se que a liberação

diária de CO2 entre os tratamentos foi semelhante. A produção acumulada de CO2

durante o período de incubação foi também significativamente maior nos

tratamentos nos quais a torta de filtro estava presente (Figura 3).

Diversos estudos têm demonstrado que a aplicação de nutrientes e

compostos orgânicos acelera o processo de biodegradação natural do substrato pela

comunidade microbiana, aumentando consequentemente a liberação de CO2

(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 respirômetros. Nesse período, provavelmente, os

microrganismos consumiram mais rapidamente aqueles compostos que são mais

lábeis, restando, portanto, os que são mais recalcitrantes, consumidos

posteriormente de forma mais lenta (Mariano et al., 2008).
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Estudos demonstram que grande parte do CO2 produzido durante a

biodegradação de óleo diesel em um solo poluído ocorre nos primeiros 15 dias e que

após esse período há diminuição na produção desse gás (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 substâncias orgânicas, sendo que muitos deles conseguem

assimilar hidrocarbonetos como fonte de carbono e/ou energia (Leita et al., 1995).

López et al. (2008) e Marin et al. (2005) também observaram em seus estudos que

as emissões de CO2 diminuíram gradualmente enquanto que as frações de

hidrocarbonetos mais leves desapareceram, permanecendo apenas as frações mais

recalcitrantes.

Segundo Leita et al. (1995) e Masakorala et al. (2014), a atividade microbiana

avaliada por meio da produção de CO2 pode ser maior em solos contaminados como

consequência do maior consumo de energia dos microrganismos para garantir a sua

sobrevivência. No presente trabalho, o T2 apresentou maior quantidade de CO2

acumulado em relação ao solo T1. A menor atividade microbiana no tratamento T1

pode estar associada ao baixo nível de carbono apresentado na análise de solo sem

contaminação.

Figura 2 . Produção diária de CO2 em função dos tratamentos, de 1 e 180 dias após
início do experimento; T1 solo sem contaminação; T2 solo contaminado
com óleo diesel; T3 solo contaminado com óleo diesel mais torta de filtro;
T4 solo contaminado com óleo diesel mais NPK; T5 solo contaminado
com óleo diesel mais torta de filtro e NPK.
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Figura 3. Produção acumulada de CO2 durante o período de incubação, em função
dos tratamentos, de 1 e 180 dias após início do experimento; T1 solo sem
contaminação; T2 solo contaminado com óleo diesel; T3 solo contaminado
com óleo diesel mais torta de filtro; T4 solo contaminado com óleo diesel
mais NPK; T5 solo contaminado com óleo 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 relação ao T2 (Tabela 3). Este

aumento pode estar relacionado ao carbono presente na torta de filtro (Tabela 2). A

quantificação do COT tem sido um parâmetro muito utilizado para se avaliar a

eficiência do processo de biodegradação (Ciannella 2011; Bastida et al., 2012). A

adição de materia orgânica aumenta a capacidade de troca catiônica, a capacidade

de retenção de água do solo, proporcionando um meio satisfatório para a atividade

microbiana (Masciandaro et al., 2013).

De maneira semelhante, Masakorala et al. (2014) trabalhando com doses de

composto orgânico, e Diosis et al. (2010) estudando solos contaminados com óleo

diesel e óleo mineral, observaram aumento na atividade microbiana, bem como na

quantidade de carbono orgânico total quando estes são aplicados ao solo.
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Tabela 3. Carbono orgânico total (%) em solos, em função dos tratamentos, de um e

180 dias após início do experimento.

Tratamentos Carbono orgânico total (%)
1 dia 180 dias

T1 2,18 D a 1,69 D b
T2 2,89 C a 2,73 C b
T3 3,54 B a 3,05 B b
T4 2,90 C a 2,72 C b
T5 3,89 A a 3,31 A b

*Médias seguidas das mesmas letras maiúsculas nas colunas e minúsculas nas linhas dentro do
sistema de aeração, não diferem entre si segundo o Teste de Tukey (P≤0,05). T1 solo sem
contaminação; T2 solo contaminado com óleo diesel; T3 solo contaminado com óleo diesel mais torta
de filtro; T4 solo contaminado com óleo diesel mais NPK; T5 solo contaminado com óleo diesel mais
torta de filtro e NPK.

Houve diferença significativa em todos os tratamentos entre os valores do

tempo inicial quando comparados com os valores do tempo final de incubação

(Tabela 3). Verificou-se uma redução no COT em todos os tratamentos ao final dos

180 dias, quando comparado ao período de 1 dia. Não houve diferença significativa

entre T2 e T4, apresentando 5,5% e 6% de redução de COT, respectivamente.  Nos

tratamentos T3 e T5 que continham torta de filtro, houve redução de

aproximadamente 14,0% de COT ao final da incubação. Resultados semelhantes

foram encontrados por Almeida (2011), que trabalhando com óleo lubrificante,

também verificou uma diminuição do COT aos 68 dias de biorremediação,

comparado com os valores do tempo inicial.

Todos os tratamentos, aos 180 dias, apresentaram reduções nos valores de

hidrocarbonetos totais de petróleo (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 biorremediação de 70% e 73%, respectivamente.

Portanto, observa-se que a torta de filtro de cana-de-açúcar potencializou a

biodegradação de HTP. Estes resultados podem ser devido à maior atividade da

microbiota da torta de filtro (bioaumentação), avaliada pela produção de CO2

(Figuras 2 e 3).

A aplicação de matéria orgânica aumenta a quantidade de nutrientes e a

densidade microbiana no solo (bioestímulo-bioaumento), podendo ser útil na

aceleração e degradação de poluentes, visto que os micro-organismos são os
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agentes primários na degradação de contaminantes orgânicos no solo (Masciandaro

et al., 2013).

Torres (2011) utilizando torta de filtro e bagaço de cana-de-açúcar com adição

de N e P, na proporção 100:10:1, , encontrou valores de 60% para o bagaço e 51%

para a torta de filtro,  na remoção de HTP de um solo contaminado por petróleo.

Silva-Castro et al. (2013) realizaram um estudo sobre a remediação de solos

contaminados com óleo diesel utilizando o reagente químico Fenton e uma

adubação com NPK. Como resultado, os autores verificaram que o tratamento

Fenton + NPK foi capaz de aumentar a remoção de hidrocarbonetos totais de

petróleo (HTP).

Da mesma forma, Liado et al. (2012) estudaram a remediação de solos

contaminados com óleo diesel, porém, utilizando a técnica de bioestimulação

(adição de nutrientes) e bioaumento (adição de micro-organismos). Os autores

observaram que após 200 dias os tratamentos alcançaram entre 30% e 50% de

biodegradação de hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP).

Tabela 4. Hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP), em função dos tratamentos, de 1
e 180 dias após início do experimento.

Tratamentos Período de Incubação (dias) Biodegradação HTP1

1 dia 180 dias (%)
T1 0,0E+00 C a 0,0E+00 C a 0,00
T2 1,8E+09 AB a 7,0E+08 A b 62
T3 1,5E+09 B a 4,5E+08 B b 70
T4 1,4E+09 B a 4,6E+08 B b 68
T5 2,0E+09 A a 5,5E+08 A b 73

*Médias seguidas das mesmas letras maiúsculas nas colunas e minúsculas nas linhas, não diferem
entre si pelo Teste de Tukey (P≤0,05). T1 solo sem contaminação; T2 solo contaminado com óleo
diesel; T3 solo contaminado com óleo diesel mais torta de filtro; T4 solo contaminado com óleo diesel
mais NPK; T5 solo contaminado com óleo diesel mais torta de filtro e NPK. 1Calculado pela diferença
entre os valores do tempo 180 e 1 dia, dentro do mesmo tratamento.

CONCLUSÕES

A utilização da torta de filtro de cana-de-açúcar associada ou não com adição

de NPK é uma ferramenta fundamental para descontaminação de áreas

contaminadas com hidrocarbonetos, pois potencializou o processo de

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

promover a remoção dos hidrocarbonetos totais de petróleo do solo.
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3. 2. BIORREMEDIAÇÃO DE SOLO CONTAMINADO COM ÓLEO DIESEL EM
REATORES DE CERÂMICA (1)

Fernando Reynel Fundora Tellechea(2);  Marco Antonio Martins(3); Alexsandro Araujo da Silva(4);

Késsia Barreto Lima(5); Andreia Francisca Riter Netto(6);  Heloisa Cintra Alves Pinto(7)

RESUMO
Desde a extração do petróleo até seu processamento, transporte e armazenagem

dos derivados é crescente a preocupação com a possibilidade de contaminação do

meio ambiente. Diante desse cenário, a biorremediação tem se mostrado uma

alternativa para remediar áreas mediante uso de processos biológicos que se

baseiam na utilização de organismos (bactérias, fungos, vegetais e resíduos

orgânicos) para reduzir ou eliminar estes compostos que apresentam riscos à saúde

humana. O solo utilizado foi coletado, no mesmo dia, em uma área onde ocorreu um

derramamento de óleo diesel, após um acidente com um caminhão tanque no

transporte do produto. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente

casualizado, utilizando-se o esquema fatorial 5x4, sendo 5 tratamentos: solo sem

contaminação (T1); solo contaminado com óleo diesel; (T2); solo contaminado com

óleo diesel mais torta de filtro (T3); solo contaminado com óleo diesel mais NPK

(T4); e, solo contaminado com óleo diesel mais torta de filtro e NPK (T5); 4 períodos

de avaliação 1, 60, 120 e 180 dias após coleta do solo , com 4 repetições. O

experimento também foi avaliado sob duas condições de aeração: com ou sem
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aeração forçada. A unidade experimental foi composta por vasos de cerâmica com 2

kg de substrato. As variáveis analisadas foram: unidades formadoras de colônias

(UFC), carbono orgânico total (COT), Nitrogênio (N), Fosforo (P) e potássio (K), e

dos hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP) remanescente no solo. A adição de

torta de filtro e a adubação com NPK influenciaram significativamente as variáveis

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 remoção

significativa de HTP do solo, onde foram obtidos valores percentuais de remoção de

59,9, 82,1, 74,1 e 86,9 para os biorreatores sem aeração forçada e 51,4, 88,2, 63,5,

96,3 em biorreatores com areação forçada, para os tratamentos T2, T3, T4 e T5,

respectivamente, quando comparados ao período inicial. Os resultados

evidenciaram que a presença da torta de filtro com e sem aeração forçada aumentou

significativamente a atividade microbiana, e, portanto, contribuiu para o aumento da

biodegradação do óleo diesel. Os reatores de cerâmica com aeração forçada

funcionaram de maneira satisfatória simulando biopilhas estáticas.
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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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INTRODUÇÃO
A crescente demanda no Brasil e no mundo por petróleo e seus derivados

associada aos efeitos ambientais de seu uso, principalmente nas atividades de

extração, transporte e refinamento, têm contribuído para a contaminação do solo em

todo o planeta (Brito, et al., 2010). No Brasil, há graves problemas de contaminação

do solo por derramamentos de óleo diesel com ocorrências cada vez mais

frequentes, afetando áreas de interesse agronômico e florestal (Lima, 2014).

Segundo a empresa Petróleo Brasileiro S. A. – PETROBRAS (2015), o óleo

diesel é o principal produto petroquímico comercializado no mercado brasileiro,

utilizado no transporte de cargas e de passageiros, em embarcações, na indústria,

na geração de energia, nas máquinas para construção civil, nas máquinas agrícolas

e locomotivas.

No intuito de manter o equilíbrio ecológico, a remediação de ambientes

contaminados com hidrocarbonetos com agentes biológicos insere-se como uma

técnica considerada eficaz, segura e menos onerosa quando comparada aos

tratamentos físicos e químicos tradicionalmente utilizados (Gaylarde et al., 2005;

Deon, et al., 2012). A biorremediação começou a ser aplicada em solos

contaminados com óleo diesel a fim de degradar estes compostos, recuperando

solos e águas subterrâneas (Oliveira et al., 2007).

Para um bom desenvolvimento metabólico dos micro-organismos são

necessários diversos fatores bióticos e abióticos que podem ser controlados com o

auxílio de biorreatores. Nesse sentido, alguns autores enfatizam o emprego de

biorreatores como alternativa interessante e promissória para o tratamento de solos
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contaminados, especialmente os de natureza argilosa (Seabra 2005; Rizzo et al.,

2006). Os biorreatores são sistemas fechados que podem assumir vários tipos de

configurações, facilitam um maior contato dos micro-organismos com os

contaminantes, nutrientes e oxigênio durante períodos mais curtos, facilitando a

aclimatização da microbiota assim como o seu desenvolvimento (Cerqueira, et al.,

2011). Além disso, são frequentemente utilizados na degradação de compostos

altamente recalcitrantes como os organoclorados e os HTP (Chagas-Spinelli, et al.,

2012).

A fim de aumentar a biodegradação do óleo diesel no solo, algumas estratégias têm

sido adotadas, como a utilização 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 físicas,

químicas e biológicas dos solos, as combinações 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 indústria açucareira, se bem

aproveitada, pode ser considerada como estruturante capaz de melhorar as

propriedades físicas, químicas e biológicas dos solos (Zerega 1993). Entretanto,

este subproduto é ainda pouco utilizado, na maioria das vezes pela escassez de

informações 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

biorremediação de um solo contaminado com óleo diesel em reatores de cerâmica.

MATERIAIS E MÉTODOS

O trabalho foi conduzido na casa de vegetação no Centro de Ciências e

Tecnologias Agropecuárias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense

Darcy Ribeiro (UENF) (Latitude= 21º 19' 23"; Longitude = 41º 10' 40" W; Altitude= 14

m), em Campos dos Goytacazes – RJ. A temperatura na casa de vegetação. A

Figura 1 mostra a variação de temperatura durante a condução do experimento.

Figura 1. Temperatura durante o período experimental em casa vegetação.
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Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em arranjo

fatorial 5 x 4, sendo 5 tratamentos: solo sem contaminação (T1); solo contaminado

com óleo diesel; (T2); solo contaminado com óleo diesel mais torta de filtro (T3); solo

contaminado com óleo diesel NPK  (T4); e, solo contaminado com óleo diesel torta

de filtro e NPK (T5)  em 4 períodos de incubação: 0, 60, 120 e 180 dias, com 4

repetições. O experimento também foi avaliado sob 2 sistemas de aeração: com ou

sem areação forçada.

O solo utilizado foi podzólico vermelho escuro, coletado em uma área de

arredor de 800 m2 dedicada a cultivo de pastos, onde ocorreu um vazamento de pelo

menos 30 mil litros de diesel proveniente de um acidente de um caminhão Scania bi

trem, na BR-101, no trecho do Km 88, em Ibitioca, em Campos dos Goytacazes- RJ,

Brasil.

A coleta foi realizada após o vazamento a uma profundidade de 0-20 cm, em

local contaminado e não contaminado. As amostras foram distribuídas sobre

bancadas, permanecendo por uma semana em temperatura ambiente para

secagem, e após este período foram peneiradas em malha de 2,0 mm.

Depois de peneirado, o solo foi acondicionado e armazenado em câmara fria

a 40C por 10 dias até montagem do experimento. Nas amostras foram realizadas

análises químicas, biológicas dos solos contaminados e não contaminados referente

ao período inicial do experimento (Tabela 1).

Tabela 1. Características físico - químicas e microbiológicas do solo no período inicial do
experimento.
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Referência
pH C M.O P K Ca Mg UFC g solo-1

H2O mg kg-1

Solo contaminado 5,7 25,3 43,62 5 54,6 624 180 2,6 X 106

Solo sem
contaminação

5,3 9,8 16,90 1 35,1 660 129,6 4,0 X 104

*pH em água; P- K extrator Mehlich 1; Ca, Mg extrator – KCl – 1molL-1; M.O.= matéria orgânica;
UFC= unidades formadoras de colônia.

A torta de filtro de cana-de-açúcar proveniente da usina COAGRO,

(Cooperativa Agroindustrial do Estado do Rio de Janeiro Ltda) da safra 2013 e suas

características químicas e microbiológicas estão na (Tabela 2).

Tabela 2. Características químicas e microbiológicas da torta de filtro de cana-de-açúcar.
pH C M.O N P K Ca Mg B Zn Cu Fe UFC g solo-1

% g kg -1 Mg kg -1

Torta de
filtro 8,4 2 23,8 41,3 1,2 7 3,6 18,7 2,6 44,6 8,4 40,5 129 1,2 x 109

*pH em água; P- K extrator Mehlich 1; Ca, Mg extrator – KCl – 1molL-1; M.O.= matéria orgânica; B; Zn;
Fe digestão Acido nítrico peridrol estrato Acido nítrico 0,5% - UFC (unidades formadoras de colônia).

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 período 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 ºC.

No geral constatou-se um padrão de aumento e decréscimo de temperatura do solo

dos vasos, na faixa de 23,6 a 23,9 ºC, compatível com a oscilação de temperatura

registrada dentro da casa de vegetação.

Para o tratamento T4 e T5 com aplicação de NPK realizou-se o ajuste de

nutrientes através da relação C:N:P (100:10:1:1), de acordo com os resultados

obtidos da análise de solo contaminado, utilizando como fonte de nitrogênio o nitrato

de amônia (NH4NO3), que adicionou-se 1,07g vaso-1; e fosfato de potássio dibásico

(K2HPO4) como fonte de fósforo e potássio  aplicando 2,87g vaso-1, (Pereira e

Lemos 2006)

.
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Figura 2. Reatores de bancada (A); compressor utilizado no experimento (B).

As análises foram realizadas no setor de microbiologia de solos da UENF

Laboratório de Solos (LSOL/CCTA) pelo setor de Microbiologia do Solo (UENF) e na

Central Analítica Fernanda Coutinho - Instituto de Química da Universidade do

Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

Quantificação microbiana heterotrófica total
A quantificação da população heterotrófica total foi realizada através do

método de contagem de unidades formadoras de colônias (UFC). O método consiste

na extração e deposição de uma suspensão de solo em placas de Petri, com meio

ágar-nutriente (bactéria) e Meio de Martin para (fungos), inoculação em estufa de

cultura e posterior contagem do número de colônias formadas.

Pesou-se 10g de solo, colocados em Erlenmeyer contendo 90 mL de solução

salina (0,85%) esterilizada. Após a extração procedeu à diluição seriada até a

diluição 10-6. Pipetou-se 0,1 mL das diluições 10-4, 10-5, 10-6 para as placas com o

meio ágar-nutriente, para bactéria e as diluições 10-3, 10-4, 10-5 com meio Martim

para fungo. As placas incubaram a 28°C, por 48 e 72 horas para bactérias e fungos

respectivamente, após o período de incubação contaram as colônias nas placas.

Equação para o cálculo do número de microrganismos/grama de solo.
N° de microrganismos/g de solo= [N° colônias x (1/ diluição) x (1/alíquota)] /massa
do solo seco.

A B
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Determinação do pH do solo

Para determinação do pH do solo em água, 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 água destilada.

A mistura foi homogeneizada durante 30 minutos com auxílio de agitador

magnético revestido de teflon. Após o período de repouso, para separação 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 soluções tampão padronizadas de pH = 4,00 e pH = 7,00.

Determinação do Carbono Total e Nitrogênio total

O carbono total (CT) e o nitrogênio (N) do solo foram determinados por

combustão seca em um sistema analisador elementar automatizado Perkin-

Elmer Series II 2400 CHNS/O Analyzer.

Determinação do fósforo e potássio
Após digestão nitroperclórica foram determinados colorimetricamente o P,

pelo método azul de molibdato por espectrofotometria e o K através da

espectrofotometria de emissão de chama.

Determinação dos hidrocarbonetos totais de petróleo do solo

Os hidrocarbonetos presentes no solo durante o processo de biorremediação foram

extraídos por método de extração contínua em aparelho tipo Soxhlet, com hexano

como solvente, por um período de 4h segundo a American Public Health Association

(APHA, 2000).

Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa de alta resolução

acoplada à espectrometria de massas (CGAR-EM), utilizando um cromatógrafo

gasoso 456-GC (Bruker Daltônics Inc.) acoplado a um espectrômetro de massas

triplo quadrupolar  Scion MS-TQ (Bruker Daltonics Inc.).

As análises foram realizadas utilizando as seguintes condições: coluna BR-5MS

(30m x 0.25mm x 0,25µm); modo de injeção Split 1:20; temperatura do injetor 2800C;

gás de arraste He; fluxo constante de 1.0 mL/min; temperatura inicial de 80 0C (2

min), seguida por uma taxa de aumento a 4 0C/min até 270 0C e após até 300 0C a
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10 0C/min, permanecendo por 25 min.; fonte de íons a 230 0C e 70 eV; linha de

transferência a 250 0C; e faixa de massas de 40-500 Da.

A identificação e a quantificação dos compostos foram realizadas através do

software MS Workstation (MSWS 8 System Control, Bruker Daltonics Inc.) e

comparação com análise de diesel padrão Petrobrás. O cálculo de área foi obtido

através da soma da integração de todos os picos na faixa cromatográfica de 4.00 –

50.00min, condizente com a faixa de avaliação do óleo diesel.

Análises estatísticas

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e a comparação

de médias foi realizada por meio do Teste de Tukey em nível de 5% de

probabilidade. Os dados referentes às avaliações realizadas em 1, 60, 120 e 180

dias de incubação foram submetidos à regressão polinomial para o ajuste das

equações.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

No tratamento com solo contaminado com diesel (T2), observou-se que a

quantidade de unidades formadoras de colônias de bactérias (UFC) foi afetada no

primeiro dia de experimento, apresentando 1,5 x 105 UFC (Tabela 3). Provavelmente

esta quantidade reduzida de micro-organismos é decorrente do efeito tóxico do óleo

diesel (Martins, 2005). Bento (2005) estudando a degradação dos hidrocarbonetos

concluiu que dependendo da toxicidade do contaminante e da microbiota presente, o

crescimento microbiano nos primeiros dias pode ser inibido. Entretanto, a adição da

torta de filtro no solo contaminado com óleo diesel (T3), fez com que a população

microbiana se apresentasse maior do que os outros tratamentos no tempo inicial

com aeração. Isso pode estar associado ao grande número de micro-organismos

presentes na torta de filtro com valor de 5,9 x 108 UFC (Tabela 2).
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Tabela 3. Número de unidades formadoras de colônias de bactérias (UFCx1000) em
diferentes métodos de descontaminação de óleo diesel em solos
incubados sem aeração em reatores de cerâmica.

TRAT
Período de incubação (dias)

Com Aeração Sem Aeração

1 60 120 180 1 60 120 180

T1 31,67 B a 17,07 B a 10,98 C b 6,39 B b 13,79 C a 12,60 C a 7,51 B a 8,35 B a

T2 15,01 C b 47,03 A a 47,03 A a 40,54 A a 40,95 A a 33,39 B a 26,37 A a 24,68 A a

T 3 62,58 A a 42,69 A b 23,69 B c 24,20 A c 58,89 A a 41,79 A a 38,92 A b 27,05 A b

T 4 41,42 B a 43,09 A a 37,56 A a 27,77 A a 30,23 B a 36,58 A a 39,65 A a 40,73 A a

T 5 43,55 B a 48,38 A a 42,32 A a 24,21 B b 41,77 A a 52,25 A a 43,39 A a 41,80 A a
CV (%): 26,61

(*) Médias seguidas de mesmas letras maiúsculas na coluna e minúscula na linha, não diferem entre si
segundo o teste de Tukey (P≤0,05, n=4). T1 - solo sem contaminação, 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 aeração, observa-se que houve decréscimo no número de

micro-organismos de 38% nos tempos com aeração e 45% nos tempos sem

aeração. Esse decréscimo também foi observado em diversos estudos com solos

contaminados com petróleo, provavelmente por relacionar-se com a diminuição 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 períodos de 60 dias com aeração, 120 e 180 dias sem aeração, os

tratamentos com solo contaminado não apresentaram diferença significativa. Isso

pode ter ocorrido devido ao consumo rápido dos compostos que são mais lábeis por

parte dos micro-organismos (tempo inicial), restando, portanto, os que são mais

resistentes à degradação, que foram consumidos posteriormente de forma mais

lenta (120 e 180 dias). Possivelmente, esse consumo ocorreu nos tratamentos com

aeração de maneira mais rápida devido à presença de atividade microbiana

acelerada que degradou o poluente através de uma melhor oxigenação do ambiente.

De modo geral, o crescimento da população microbiana nos primeiros dias de

tratamento deve-se à maior disponibilidade de nutrientes nesse período (Espírito

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 diferença significativa entre eles (Tabela

4). No entanto, os maiores incrementos no teor de carbono ocorreram nos

tratamentos com adição 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 diferença significativa entre

eles. Esse aumento pode ser atribuído ao maior teor de carbono intrínseco à torta de

filtro. Os solos possuem naturalmente uma grande quantidade de micro-organismos,

tais como bactérias, fungos e protozoários. Estes micro-organismos precisam de

uma fonte de carbono, nitrogênio e fósforo para a manutenção das funções

metabólicas necessárias para o seu desenvolvimento (Moreira e Siqueira, 2006).

Nesse sentido, a aplicação de doses significativas de compostos orgânicos aumenta

a atividade microbiana, assim como a quantidade de carbono orgânico total e

carbono solúvel em água (Taccari, et al., 2012).

Tabela 4. Carbono orgânico total (%) em diferentes métodos de descontaminação de
óleo diesel em solos incubados sem aeração em reatores de cerâmica.

TRAT
Período de incubação (dias)

Com Aeração Sem Aeração

1 60 120 180 1 60 120 180

T1 1,59 C a 1,35 C a 1,67 C a 1,52 C a 1,57 C a 1,34 D b 1,23 C b 1,28 D b
T2 2,83 B a 2,78 B a 2,78 B a 2,56 B b 2,90 B a 2,82 C a 3,01 B a 2,64 C b
T 3 3,38 A b 3,88 A a 3,35 A b 2,82 B c 3,36 A b 3,99 A a 3,51 A b 3,05  A c
T 4 2,93 B a 2,72 B a 2,66 B a 2,56 B b 2,93 B a 2,99 C a 2,94 B a 2,67 B b
T 5 3,72 A a 3,66 A a 3,53 A a 3,14 A b 3,58 A a 3,41 B a 3,27 B a 3,03 A b

CV (%): 6,69

(*) Médias seguidas de mesmas letras maiúsculas na coluna e minúscula na linha, não diferem
entre si segundo o teste de Tukey (P≤0,05, n=4). T1 - solo sem contaminação, 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 biorremediação no

tratamento de solo contaminado por diesel e observou que, após contaminação e

introdução dos agentes estimulantes (nutriente e inoculo), houve um aumento médio

no teor de carbono orgânico total (COT) em relação ao solo controle. Seguindo esse

mesmo padrão, de acordo com a (Tabela 4).
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Ainda de acordo com a (Tabela 4) ao final do período de incubação, os teores

de carbono orgânico nos tratamentos com aeração reduziram 4,0%, 10%, 17,0%,

13% e 16%, e na ausência da aeração os mesmos teores reduziram 25%, 9%, 9%,

9% e 15%, para os tratamentos de T1 a T5, respectivamente. Essa redução pode

ser atribuída ao consumo da fonte de carbono mais facilmente assimilável (Espírito

Santo, 2004; Trindade, 2002).

O nitrogênio (N) é um nutriente essencial aos micro-organismos para

formação de proteínas e ácidos nucleicos (Rosato, 1997), apesar disso, durante todo

o período de incubação, nas condições com e sem aeração, todos os tratamentos

apresentaram redução significativa de nitrogênio (Tabela 5). Teoricamente, durante

a biodegradação os micro-organismos consomem cerca de 150 mg de nitrogênio (N)

e 30 mg de fósforo (P) para converter 1 g de hidrocarboneto para a biomassa

microbiana (Rosemberg et al., 1993).

Tabela 5. Nitrogênio (mg kg-1) em diferentes métodos de descontaminação de óleo
diesel em solos incubados em reatores de cerâmica.

TRAT
Período de incubação (dias)

Com Aeração Sem Aeração

1 60 120 180 1 60 120 180

T1 7,10 A a 3,40 B b 3,20 B b 1,90 B c 5,40 A a 3,10 B b 2,90 B b 2,20 B b
T2 7,10 A a 4,00 A b 2,90 B b 2,20 A c 5,90 A a 3,50 A b 3,20 A b 2,80 A b
T 3 7,00 A a 4,90 A b 4,10 A b 2,60 A c 6,30 A a 4,40 A b 3,90 A b 3,30 A b
T 4 7,10 A a 4,30 A b 3,80 A b 2,70 A c 6,30 A a 3,90 A b 3,60 A b 3,10 A b
T 5 7,50 A a 5,00 A b 4,30 A b 3,00 A c 6,70 A a 4,50 A b 4,10 A b 3,80 A b

CV (%): 12,06

(*) Médias seguidas de mesmas letras maiúsculas na coluna e minúscula na linha, não diferem
entre si segundo o teste de Tukey (P≤0,05, n=4). T1 - solo sem contaminação, 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 óleo diesel seja uma fonte de carbono para os microrganismos, o

mesmo não fornece outros nutrientes como nitrogênio e fósforo, que também são

necessários. A falta destes nutrientes pode afetar severamente a taxa de

degradação biológica (Reis, 2009; Jacques  et al., 2007;). Além disso, os micro-

organismos exigem maiores quantidades de nutrientes conforme há incremento no

teor de carbono orgânico no solo (Díaz, et al., 2013). Provavelmente, por esse
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motivo, no tempo inicial, os tratamentos T1 a T5 não apresentaram diferenças

significativas entre si (Tabela 5).

A (Tabela 6) apresenta os resultados dos percentuais de P no solo. Observa-

se que as médias de fósforo 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 condução experimental, o tratamento

com NPK e torta de filtro (T5) em presença ou não de aeração forçada apresentou

teores significativamente superiores.

Tabela 6. Fósforo (mg kg-1) em diferentes métodos de descontaminação de óleo
diesel em solos incubados em reatores de cerâmica.

TRAT

Período de incubação (dias)

Com Aeração Sem Aeração

1 60 120 180 1 60 120 180

T1 1,70 E a 1,40 D a 1,20 D b 8,50 E c 2,0, E a 1,30 E b 1,20 E b 8,00 D c

T2 6,90 D a 5,30 C b 5,50 C b 5,00 D b 6,70 D a 6,30 D a 5,80 D b 4,90 C b

T 3 120,5 C a 90,5 B b 75,3 B c 72,5 B c 122,0 C a 114,0 B a 105,5 B a 57,5 B b

T 4 156,2 B a 92,5 B b 88,0 B b 62,5 C c 150,0 B a 88,0 C b 74,5 C b 54,0 B b

T 5 221,0 A a 105,5 A b 103,0 A b 98,0 A b 223,0 A a 211,0 A a 184,0 A b 124,0 A c

CV (%): 12,84

(*) Médias seguidas de mesmas letras maiúsculas na coluna e minúscula na linha, não diferem
entre si segundo o teste de Tukey (P≤0,05, n=4). T1 - solo sem contaminação, 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 importância durante o processo de

biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo e seus derivados no solo. Segundo

Rosemberg et al., (1993), durante a biodegradação são 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 diferenças significativas aos 180 dias quando comparados com o

primeiro dia. O solo contaminado apresentou valores significativamente maiores

quando comparados com os solos não contaminados durante todo o tempo de

incubação.
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Os dados referentes ao pH do solo encontram-se na (Tabela 7). Assim como

temperatura, carbono, nitrogênio e fósforo, o pH do solo é um fator limitante para os

microrganismos e um importante parâmetro de monitoramento (Jacques et al.,

2007). Segundo Andrade et al. (2010), para que os microrganismos tenham

atividade máxima 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 ótima.

Observa-se também que nos tratamentos T3 e T5 houve aumento significativo

nos valores de pH para solo com e sem aeração, possivelmente decorrentes da

adição de torta de filtro que possui pH de 8,4 (Tabela 2).

Tabela 7. pH em diferentes métodos de descontaminação de óleo diesel em solos
incubados em reatores de cerâmica.

TRAT
Período de incubação (dias)

Com Aeração Sem Aeração

1 60 120 180 1 60 120 180

T1 6,54 C a 6,28 B b 6,98 A a 7,01 A a 6,56 C b 6,28 A c 6,93 A a 6,01 B d

T2 6,84 B a 6,23 B b 6,83 B a 6,93 A a 6,86 B a 6,21 A b 6,80 A a 6,93 A a

T 3 7,20 A a 7,14 A a 7,04 A b 7,03 A b 7,20 A a 7,12 A b 7,03 A b 7,03 A b

T 4 6,80 B a 6,31 B b 6,95 A a 6,03 B b 6,70 B a 6,28 A c 6,95 A a 6,53 B b

T 5 7,49 A a 7,26 A a 6,99 A a 7,14 A a 7,47 A a 7,23 A a 6,99 A a 7,14 A a
CV (%): 1,10

(*) Médias seguidas de mesmas letras maiúsculas na coluna e minúscula na linha, não diferem
entre si segundo o teste de Tukey (P≤0,05, n=4). T1 - solo sem contaminação, 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 condições de remoção de hidrocarbonetos totais

de petróleo foram obtidas no T5 (Torta de filtro e NPK) com ou sem aeração forçada

de 96,3 e 86,9 %, respectivamente, seguida por uma remoção de 88,2 e 82,1% para

T3 (Torta de filtro) com e sem aeração forçada, respectivamente (Tabela 8). Tais

resultados representam uma remoção maior que T2 controle (atenuação natural) de

50,8 e 59,9%, indicando que a utilização torta de filtro aumentou a biodegradação do

óleo diesel.



54

Tabela 8. Hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP), em função dos tratamentos,
durante o período de incubação após início do experimento.

Período de incubação (dias)
1 60 120 180 % 1 60 120 180 %

Com Aeração Remoção Com Aeração Remoção

T1 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 3.84E+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 5.13E+08 2.45E+08 5.60E+07 6.08E+07 88.2 8.57E+08 5.34E+08 1.64E+08 1.53E+08 82.1
T4 4.87E+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 contaminação, 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 interferência da adição de pedaços de

madeira, dois inóculos microbianos misturados e correção de nutrientes no

tratamento de um solo contaminado por óleo lubrificante e óleo diesel. Após os 5

meses de teste, a remoção do contaminante nas pilhas com óleo lubrificante foi de

70%, e com óleo diesel uma remoção de 71% foi observada.

Outro estudo que verificou a eficiência da adição de agentes estruturantes a

um solo contaminado com hidrocarbonetos de petróleo foi desenvolvido por Morais

(2005). Cinco biopilhas foram construídas contendo solo contaminado por borra de

óleo para avaliar a adição de inóculo isolado do próprio local contaminado, a adição

de fertilizante para plantas e adição da palha de arroz como agente estruturante. Os

resultados após 350 dias demonstraram uma redução da quantidade de resíduo de

67% na biopilha controle, na faixa de 70% nas biopilhas sem adição de palha de

arroz e 80 % nas biopilhas com palha de arroz. As biopilhas contendo palha de arroz

demonstraram degradação mais rápida do resíduo, principalmente nos dois

primeiros meses deste estudo, provavelmente devido ao estímulo da microbiota

natural.

Os resíduos vegetais e agroindustriais podem apresentar outros efeitos além

da remoção de HTP, como a retenção de HTP, que pode ocorrer por adsorção e/ ou

absorção de óleo. Isso ocorre porque a lignina, que é um biopolímero presente nos

vegetais, apresenta a capacidade de absorver poluentes orgânicos como os

hidrocarbonetos do petróleo Shahsavari et al. (2013), o que pode exercer um grande
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efeito benéfico, evitando o aumento da contaminação de solos e águas, e

consequentemente impedindo que a contaminação chegue aos lençóis freáticos.

CONCLUSÕES

A utilização da torta de filtro de cana-de-açúcar associada ou não com adição

de NPK é uma ferramenta fundamental para descontaminação de áreas

contaminadas com hidrocarbonetos, pois potencializou o processo de

biorremediação do solo contaminado com óleo diesel, devido ao fato de ter

proporcionado aumento da atividade microbiana (bioaumentação), e,

consequentemente, promover a remoção dos hidrocarbonetos totais de petróleo do

solo.
Os experimentos em reatores de cerâmica foram uma ferramenta

fundamental para avaliar a melhor estratégia de biorremediação a ser adotada.
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4. RESUMO E CONCLUSÕES.

Os experimentos foram realizados no Setor de Microbiologia do Solo em casa de

vegetação, no Laboratório de Solos da Universidade Estadual do Norte Fluminense

Darcy Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes – RJ, Brasil, em parceria com a

Central Analítica Fernanda Coutinho - Instituto de Química da Universidade do

Estado do Rio de Janeiro (UERJ). O objetivo do experimento foi avaliar o potencial

da utilização da torta de filtro de cana-de-açúcar e da adubação com NPK na

biorremediação de um solo contaminado com óleo diesel proveniente de um

acidente na BR 101. Em microcosmos, após 180 dias de condução experimental em

laboratório, foram analisados variáveis, liberação de CO2, carbono orgânico total

(COT) e hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP) remanescente no solo. Em

reatores de cerâmica em casa de vegetação, na presença e ausência de aeração

forçada, foram avaliados Unidades Formadoras de Colônias (UFC), Carbono
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Orgânico Total (COT), Nitrogênio (N), Fósforo (P) e Potássio (K), e Hidrocarbonetos

Totais de Petróleo (HTP) remanescente no solo.

Diante dos resultados obtidos conclui-se que:

 A presença da torta de filtro para os dois experimentos aumentou

significativamente a atividade microbiana, e, portanto, contribuiu para o

aumento da biodegradação do óleo diesel;

 A respiração do solo medida pela evolução 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 respirômetros de Bartha adaptado e

reatores de cerâmica foram uma ferramenta fundamental para avaliar a

melhor estratégia de biorremediação a ser adotada;

 As estratégias bioestimulo associada a bioaumento e estruturante (torta de

filtro) na presença ou não de aeração forçada, apresentam-se promissoras na

remoção de hidrocarbonetos em solos contaminados com óleo diesel.

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS
As técnicas de biorremediação constituem uma boa alternativa na

descontaminação de ambientes poluídos por petróleo e seus derivados,

apresentando, na maioria das vezes, baixo custo de implementação e menor risco

ambiental do que as técnicas de limpeza que envolvem processos físicos e

químicos. Este processo pode ser auxiliado por técnicas como bioestímulo,

introdução de nutrientes através da correlação C:N:P e o bioaumento, que,

relacionado com o incremento da população microbiana, pode ser aplicado por meio

da adição de micro-organismos indígenas, extraídos e proliferados externamente ao

solo de onde foram obtidos. A biorremediação, também pode ser favorecida pela

adição de material estruturante, correção de pH, umidade, aeração, entre outros.
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APÊNDICE
Tabela 1. Análise da variância das características químicas e biológicas do solo com

diferentes tratamentos contaminados com diesel, com e sem aeração
forçada, avaliadas no primeiro, 60, 120 e 180 dias de incubação em
reatores de cerâmica.

Tabela 2. Análise da variância das características químicas e biológicas do solo com
diferentes tratamentos contaminados com diesel, com e sem aeração por
agitação, avaliadas no primeiro e 180 dias de incubação em microcosmos.

PERFIS CROMATOCRÁFICOS DO TEMPO INICIAL E FINAL
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