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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a bioaumentagdo com dois consércios de micro-organismos
como forma de remediacdo de um solo contaminado por 6leo diesel em escala laboratorial. Os consdrcios
foram formados a partir de cepas previamente isoladas em um sistema de remediacéo de solos contaminados.
A selecdo dos micro-organismos foi realizada com base em sua capacidade de degradagdo do 6leo diesel,
estudada por meio do uso do indicador redox 2,6-Diclorofenol-indofenol. O primeiro consércio, C1 foi
composto pelas bactérias B. pumilus, B. subtilis e B. licheniformis. O segundo consércio, C2, foi composto
pelas mesmas bactérias anteriormente citadas e o fungo Aspergillus fumigatus. Os hidrocarbonetos totais de
petréleo foram degradados pelos consércios C1 e C2, respectivamente, em 35% e 62% destes compostos.
Estes valores mostram que consércios de fungos sdo mais efetivos na degradacdo de moléculas organicas de
elevado peso molecular, como as contidas no 6leo diesel, do que 0s consorcios puramente bacterianos.

PALAVRAS-CHAVE: Bioaumentac¢do, biorremediacdo, hidrocarbonetos, solos contaminados.

INTRODUCAO

O transporte e a distribuicdo de combustiveis derivados de petroleo (6leo diesel, gasolina e outros)
representam atividades de elevado risco ambiental principalmente em funcéo da possibilidade de acidentes
durante o transporte e de vazamentos devidos a estocagem inadequada. Em eventos como esses, compostos
organicos de baixa solubilidade em &gua se dissolvem gradualmente, formando plumas de &guas poluidas na
direcédo do fluxo da &gua, contaminando todo o volume do aquifero (Meira, 2007).

Manzochi (2001) acompanhou atividades operacionais de abastecimento e descarga de combustiveis, troca de
6leo e lavagem de veiculos em um posto de abastecimento de combustiveis de Floriandpolis (SC), ele alerta
que, carregado pela chuva, o material derramado pode contaminar o solo e a &gua, atingindo rios, lencdis
fredticos e galerias de aguas pluviais. Considerando o vazamento de 10 mL por dia, durante um ano, havera
comprometimento de 3 milhdes de litros de 4gua. A extensdo da contaminagdo depende do vazamento e das
condi¢Bes do local onde o posto esta instalado, como o tipo de solo da regido e as caracteristicas do material e
por onde escoa a dgua subterranea.

O monitoramento destas contaminacfes pode ser realizado a partir de analises por cromatografia gasosa. De
acordo com Mariano (2008), o 6leo diesel contém de 2000 a 4000 hidrocarbonetos, uma mistura complexa de
alcanos normais, ramificados e ciclicos e os compostos aromaticos, obtidos a partir da fracdo do meio-
destilado durante a separacdo de petrdleo. Alguns destes compostos podem ser utilizados como indicadores
para a avaliacdo do processo de degradagdo do 6leo diesel. Os compostos poliaromaticos fornecem também
uma ferramenta Gtil para monitorar alteracGes ambientais. Alguns desses compostos no diesel estdo entre 0s
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menos afetados pelos processos de intemperismo. Estes compostos semi-volateis, com uma baixa solubilidade
e caracteristicas recalcitrantes podem persistir durante um longo periodo de tempo no ambiente.

Considerando-se a poluigdo e toxicidade de hidrocarbonetos de petr6leo, o desenvolvimento de uma estratégia
eficaz e ambientalmente amigavel para reduzi-la ainda permanece um desafio. A crescente pressdo dos 6rgaos
reguladores ambientais tem motivado as empresas a desenvolver tecnologias limpas, com destaque para a
tecnologia de biorremediagdo (FERNANDEZ-LUQUENO et al., 2011).

As estratégias de biorremediacdo incluem: a utilizacdo de micro-organismos autéctones, ou seja, do préprio
local, sem qualquer interferéncia de outras tecnologias ativas de remediacdo, conhecida como biorremediacédo
intrinseca ou natural; a adicdo de agentes estimulantes como nutrientes, oxigénio e surfactantes, processo
conhecido como bioestimulagdo e a inoculagdo de consércios microbianos enriquecidos, denominados de
bioaumentacdo (BENTO et al., 2001).

A biodegradacgdo de hidrocarbonetos complexos geralmente requer a cooperacao de mais de uma espécie. Isto
é particularmente verdadeiro em poluentes que sdo constituidos de muitos compostos diferentes, tais como o
petrdleo bruto. Micro-organismos individuais podem metabolizar apenas uma gama limitada de substratos de
hidrocarbonetos. Por outro lado, grupos de micro-organismos (popula¢des mistas) com grandes capacidades
enzimaticas sdo necessarias para viabilizar uma elevada taxa e extensdo da biodegradacdo dos derivados de
petréleo (GHAZALI et al., 2004).

A bioaumentacdo tem varias vantagens em relagdo a outras técnicas. Quando uma populagdo microbiana
especifica ¢ injetada o processo de degradacdo pode comecar imediatamente, enquanto que, o bioestimulo, por
exemplo, envolve um periodo de laténcia ap6s a inje¢do de nutrientes enquanto a populagdo microbiana se
propaga. Os nutrientes também ndo sdo especificos, de modo que todos 0s micro-organismos potencialmente
se propagam, diluindo o efeito dos nutrientes (ALISI et al., 2009).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a bioaumentagdo com dois consorcios de micro-organismos
como forma de remediacdo de um solo contaminado por 6leo diesel em escala laboratorial. Os consércios
foram formados a partir de cepas previamente isoladas em um sistema de remediacdo de solos contaminados.
A selegdo dos micro-organismos foi realizada com base em sua capacidade de degradacdo do oOleo diesel,
estudada por meio do uso do indicador redox 2,6-Diclorofenol-indofenol. O primeiro consércio, C1 foi
composto pelas bactérias B. pumilus, B. subtilis e B. licheniformis. O segundo consércio, C2, foi composto
pelas mesmas bactérias anteriormente citadas e o fungo Aspergillus fumigatus.

METODOLOGIA

O solo utilizado foi classificado, utilizando uma peneira com abertura de 2 mm, removendo os materiais mais
grosseiras, como folhas, raizes e torrdes, tendo assim sua granulémetria mais uniforme. Para caracterizagdo
fisico-quimica do solo, 0 mesmo foi quarteado para permitir a retirada de uma amostra representativa do
mesmo. Esse procedimento possibilitou a repeticdo dos experimentos sem comprometer a representatividade
dos resultados. A caracterizacdo foi realizada em duplicata nos laboratérios da seguindo a metodologia da
ROLAS - Rede Oficial de Laboratérios de Anélise de Solo e de Tecido Vegetal dos Estados do Rio Grande do
Sul e de Santa Catarina.

Para a realizacdo dos testes de biodegradacdo o solo foi inicialmente inertizado em autoclave a 121°C, a 1 atm
de pressdo por 20 minutos. Essa préatica foi realizada em triplicata. Apés a esterilizagdo do solo, amostras do
mesmo foram retiradas para verificacdo da inertizacdo do mesmo por meio da quantificagdo das unidades
formadoras de colbnias (UFC). O solo inertizado foi prontamente contaminado com 6leo diesel. O
combustivel escolhido para a contaminagdo do solo em laboratdrio foi o éleo diesel comercial denominado
S500. A escolha por esse combustivel se deve a algumas caracteristicas como alto peso molecular, moléculas
recalcitrantes a atividade biol6gica e menor indice de volatilizacdo. O 6leo diesel foi utilizado nos mais
diversos trabalhos na avaliagdo da efetividade da bioaumentacdo, podendo ser citados Cunningham e Philp,
(2000), Bento et al. (2005), Mariano et al. (2008), Mohanti e Mukherji, (2008), Alisi et al. (2009), Kauppi et
al. (2011), Taccari et al. (2012).
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O combustivel obtido em um posto de combustiveis foi prontamente armazenado em um recipiente de vidro
ambar escuro, para evitar a fotodegradacdo dos compostos sendo armazenado sob-refrigeracdo numa geladeira
abaixo de 5°C para evitar a volatilizacdo da fracdo de hidrocarbonetos mais volateis.

O solo inertizado foi transferido para Kitassatos de 2 litros. Uma massa de 1,5 kilograma do solo foi
contaminada com o diesel. A contaminagdo do solo foi realizada adicionando 25 gramas do 6leo diesel para
cada kilograma de solo utilizado. Ap6s a contaminagdo, o solo foi homogeneizado, permanecendo fechado
durante 24 horas em repouso, em capela de fluxo laminar.

PREPARACAO E INOCULACAO DOS MICRO-ORGANISMOS

Antes da preparacdo dos inéculos, a pureza das culturas dos micro-organismos escolhidos foram testadas. Para
as bactérias utilizou-se a técnica de coloracdo de Gram. Para os fungos a verificacdo foi realizada de forma
visual, através da observacdo das placas com suas culturas desenvolvidas.

As culturas bacterianas e de fungos atestadas puras, foram entdo cultivadas em tubos de ensaio de 150 x
16mm, contendo, 10 ml do meio BH contendo a seguinte composicdo em g.L*: MgSO47H,0O: 0,2;
CaCl,.2H,0: 0.02; KH2PO4: 1.0; NH4PO4: 1.0; NH4NOs: 1.0; FeCl3:0,05. No meio de cultivo foi adicionado
uma proporgao de 1,5% de 6leo diesel comercial.

Os meios de cultivo, foram mantidos sob agitacdo em uma Incubadora Shaker MA 420 marca Marconi, a uma
rotacdo de 100 rpm, e uma temperatura de 27 °C+2 até o desenvolvimento das colbnias.

Cada amostra de microorganismo obtida na etapa anterior foi estriada em placa com meio mineral BH,
acrescido de 1,5% de agar-agar e 1,5% de 6leo diesel. As placas foram mantidas invertidas em estufa, a
temperatura de 27°C+2, até o desenvolvimento das colonias. As coldnias de bactérias obtidas pela
metodologia anteriormente descrita foram estriadas e novamente inseridas em meio liquido BH para sua
multiplicacdo, a partir da qual foram extraidas aliquotas para posterior centrifugacdo e obtencdo de pellets. O
meio de cultivo com as bactérias permaneceu em agitacdo a 100 rpm por 48h a uma temperatura de 30 °C. O
processo de centrifugacdo para obtencdo dos pellets foi efetuado em uma centrifuga High Speed Brushless
Centrifuge MPW 350R, a uma rotagdo de 10.000 rpm, durante 10 minutos a temperatura de 4 °C. Os pellets
foram lavados duas vezes com &gua deionisada autoclavada e centrifugados nas mesmas condicfes citadas
anteriormente. Os pellets bacterianos foram ressuspendidos em meio BH para posterior padronizagao atraves
da escala de McFarland. Nos ensaios foram utilizadas populacdes de 1,5 x 108 UFC/mL, representando 0,5 na
escala McFarland. Fez-se uso de 1 mL de inéculo microbiano para cada 100 g de solo seco.

O preparo dos in6culos de fungos foi preparada a partir de suspensdes de esporos, através da adicdo de 20 mL
de agua destilada estéril contendo Tween 80 na proporgao de 0,5% (m/v) as placas contendo os fungos, sendo
estas submetidas a agitacdo manual (em forma de 8) para uma eficiente extracdo dos esporos. Seguindo a
metodologia chegou-se a uma concentracdo esperada de 1,0 x 108 esporos/mL. Para inoculagéo, foi utilizado
uma proporc¢do de 1 mL de solugdo com esporos para cada 100 g de solo seco.

CONDIGOES DE OPERAGAO DOS SISTEMAS DE BIORREMEDIAGCAO

Durante a operacdo dos sistemas objetivou-se manter a umidade do solo entre 50-60% da capacidade de
saturacdo do mesmo. A correcdo da umidade foi realizada com solucéo de nutrientes, meio BH contendo: (g.L"
1 MgS047H;0: 0,2; CaCl,.2H,0: 0.02; KH,PO4: 1.0; NH4PO4: 1.0; NHsNO3: 1.0; FeCls:0,05. Os sistemas
permaneceram abertos, para evitar a saturacdo do meio com CO,. Os testes foram realizados em uma
incubadora para DBO modelo MA 415, a uma temperatura constante de 30 °C.

MONITORAMENTO DA DEGRADAGAO DOS HIDROCARBONETOS PRESENTES NO SOLO.

Para o monitoramento da remediacéo dos solos amostras dos mesmos foram retiradas e colocadas em frascos
de vidro, resfriadas a uma temperatura inferior a 2 °C e enviadas para as anlises. As amostras foram
analisadas por meio de cromatografia gasosa, seguindo a norma EPA 8386. Os tempos de amostragem foram
de 0, 7, 21, 30, 45 dias. Os parametros analisados foram HPA e TPH Fingerprint.
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RESULTADOS

Os 16 HPA'’s, considerados prioritarios pela agéncia americana de meio ambiente (EPA), foram analisados
nos solos contaminados neste estudo. Seguindo-se os valores de referéncia citados na resolugio CONAMA n°
420/2009 para hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, é possivel afirmar que o antraceno, benzo(a)antraceno,
dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno e o naftaleno estariam sob nivel de prevencdo ap6s a contaminacéo do solo
com o0leo diesel (solo bruto), sendo assim os mesmos encontram-se na tabela 1, onde é possivel avaliar a
reducdo na concentragdo dos mesmos apés a inoculagédo do solo.

Alguns HPA'’s apresentam-se em concentracdes baixas no solo contaminado em laboratério, estando também
abaixo dos valores orientadores regulados pela legislacdo, sdo eles, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[ghi]perileno, benzo[k]fluoranteno, dibenzo[a,h]antraceno e indeno[1,2,3-cd]pireno. A sua baixa
concentracdo prejudica a retirada de uma amostra representativa para analise.

Tabela 1 - Degradacdo dos hidrocarbonetos policiclico aromaético.

Hidrocarboneto a . Periodo de operagdo (dias)
- Lo N° de anéis | Consorcio Controle
Policiclico Aromatico 0 7 21 30 45
C1 0,4719 | 0,0465 | 0,2863 | 0,7097
Antraceno 3 0,5779 0,5005
Cc2 0,5634 | 0,0906 | 0,402 | 0,4812
C1 0,0556 | 0,013 | 0,035 | 0,026
Benzo[a]antraceno 4 0,0554 0,0588
Cc2 0,0762 | 0,0546 | 0,0346 | 0,0401
) C1 0,005 | N.D. |0,0063 | 0,0055
Dibenzo[a,h]-antraceno 5 0,0029 0,007
Cc2 0,0042 | N.D. | 0,0028 | 0,0027
C1 4,561 3,7 3,203 | 3,933
Fenantreno 3 7,972 5,739
c2 4,652 | 10,206 | 3,431 | 4,015
C1 9,353 | 8,225 | 4,029 | 3,648
Naftaleno 2 17,93 9,423
Cc2 10,995 | 18,393 | 4,053 | 3,743

Apesar da tendéncia observada com 30 dias de teste de degradacdo, a andlise final apresentou um
comportamento discrepante, podendo ter sido influenciado pela heterogeneidade do solo, pela acdo
microbiol6gica ou poderia se indicar um erro analitico. A concentracdo no solo de controle foi de 0,5005
mg.kg?, valor muito préximo as concentragdes finais encontradas nos sistemas inoculados, o que indica pouca
interacdo entre o contaminante e 0s micro-organismos.

A reducdo do benzo[a]antraceno pelo consorcio C1 ocorreu de forma mais satisfatoria, na qual ao final do
mesmo periodo de 45 dias a contaminacéo foi reduzida em 53,07%. Foi observado para ambos os consorcios
uma fase inicial de aclimatacéo, nos primeiros sete dias de testes. A presenca do fungo Aspergillus fumigatus
no consorcio C2 ndo representou vantagens para a degradacdo desse composto, com quatro anéis benzénicos,
sendo a interacdo entre Bacilus pumilus, B. subtilis e B. licheniformis mais interessante para a sua degradacao.
O solo contaminado utilizado como controle apresentou uma concentragéo de 0,0588 mg.kg™, valor préximo
ao solo bruto, demonstrando que sem a presenca dos consorcios ndo houve degradacdo do contaminante.

O Dibenzo[a,h]-antraceno, encontra-se em concentragdes que comprometem uma caracterizacdo segura no
solo, o0 que pode ser comprovado pelas oscilagfes nas concentragdes do contaminante para os consércios C1 e
C2.

O fenantreno apresentou, apés o naftaleno, a maior concentragdo inicial no solo, com 7,972 mg.kg?. O
comportamento para a degradacdo do fenantreno, hidrocarboneto formado por trés anéis benzénicos, em
ambos os consércios ocorreu similarmente, ao ponto de as concentragdes finais serem reduzidas a uma
diferenca percentual minima. Em 45 dias, o consércio C1 reduziu em 50,66% a concentracdo do contaminante,
com 3,933 mg.kg?, enquanto o consorcio C2 reduziu a contaminagdo em 49,64% com 4,015 mg.kg?. O solo
de controle manteve-se ao final deste mesmo periodo com uma concentragéo de 5,739 mg.kg™.
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O hidrocarboneto policiclico aromatico com maior concentragdo encontrado no solo contaminado em
laboratério com 6leo diesel foi o naftaleno, apresentando uma concentracéo inicial de 17,93 mg.kg™. Ao final
do periodo de 45 dias de teste, o consorcio C1 removeu 79,65% do naftaleno presente no solo, atingindo uma
concentracdo final de 3,648 mg.kg?. O consorcio C2, ao final dos 45 dias, apresentou uma concentragdo
residual de 3,743 mg.kg?, o que representa uma remocdo total de 79,12%, com uma taxa de degradacédo de
0,19 mg.kg'.d®. O solo de controle manteve uma concentracdo de naftaleno mais alta em relacdo aos
correspondentes 45 dias dos processos de biorremediacéo, de 9,423 mg. kg. Analisando o comportamento da
degradacdo do naftaleno pelos dois consércios pode se observar que a utilizacdo do mesmo pelos consdrcios
apresenta trés etapas. A primeira, até o sétimo dia de teste, onde a degradacdo do mesmo é realizada com a
maior taxa de remocdo. Uma segunda etapa, entre 0 7° e 21° dias de teste e por Ultimo entre o0 30° e 45° dia.
Nesta Ultima etapa a degradacdo do naftaleno, pelos dois consércios, foi muito lenta, o que demonstra que a
taxa de degradacdo deste composto é dependente da sua concentragéo.

Embora o consércio C2 tivesse a presenca de um fungo, ndo houve uma diferenca expressiva na degradacao
do naftaleno, se comparado ao efeito do consorcio C1. Isso pode indicar que o fungo Aspergillus fumigatus
ndo teria as enzimas especificas para degradar este composto.

DEGRADACAO DE N-ALCANOS PELOS CONSORCIOS

Os valores referentes a degradagdo dos n-alcanos compreendidos entre C10 e C36 pelos consorcios de micro-
organismos, encontram-se dispostos na Tabela 2. Os n-alcanos: NC34, NC35 e NC36, ndo foram
apresentados, devido as baixas concentracBes encontradas ja na amostra de solo bruto, ndo sendo
representativas para o presente trabalho.

Pode- se avaliar que, a presenca do fungo no consércio C2 modifica a degradacdo desse grupo de alcanos se
comparado com o consércio C1. Isso demonstra que o fungo Aspergillus fumigatus atua de forma positiva na
degradacdo de compostos nessa faixa de pesos moleculares.As diferencas com os resultados obtidos com os
consércios sdo evidenciadas quando se analisam os resultados com o nC25 a nC29 e nC30 a nC34.Para
Kauppi et al. (2011) uma degradagdo total e eficiente de hidrocarbonetos de petrleo requer a presenca ativa
de uma variedade de vias metabdlicas na comunidade microbiolégica do solo. Esse pode ser o caso do
consorcio C2, pela presenca do fungo.

Grande parte destes resultados, principalmente aqueles com os compostos de maiores pesos moleculares,
mostra uma estabilizagdo da degradacéo no periodo final dos testes. De acordo com Trindade et al (2005) a
fracdo mais recalcitrante da contaminacgdo tende a ser degradada a uma taxa que pode ser de uma ordem de
magnitude mais baixa a observada em outros componentes. Como consequéncia, apds um periodo inicial do
tratamento bioldgico, a concentracdo de hidrocarbonetos tende a se estabilizar a valores que podem ser
chamados de concentracdo residual. Uma das hipo6teses mais aceitas propde que o fendmeno de transferéncia
estd provavelmente envolvido com a etapa de taxa limitante. Sobre essas circunstancias, a concentracdo
residual depende principalmente das caracteristicas do solo e o envelhecimento da contaminacéo.
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Tabela 2 - Degradacao dos n-alcanos de nC10 a nC36 pelos consorcios C1 e C2.
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CONCLUSOES/RECOMENDAGCOES

Com base nos resultados obtidos durante a biorremediacdo de um solo contaminado com 6leo diesel através da
bioaumentagdo com micro-organismos previamente isolados de uma biopilha estatica, chegaram-se as
seguintes conclusdes.

O comportamento das concentragdes ao longo do periodo de testes demonstrou a aptiddo dos micro-
organismos para lidar com esse tipo de molécula, sendo assim as eficiéncias para 0s consorcios seguiram a
seguinte ordem C1<C2.

Outro fator que atesta esses dados sdo as relagdes estabelecidas entre os alcanos utilizados como
biomarcadores, o pristano e fitano e os n-alcanos nC17 e nC18 demonstram que ocorreu degradacdo bioldgica
em ambos 0s sistemas, porém os resultados encontrados no microcosmo inoculado com o consércio
C2,permite afirmar que a atividade bioldgica foi mais intensa no microcosmos inoculado com esse consorcio.

Os resultados das degradagdes mostram que a taxa de degradacdo dos compostos é dependente da sua
concentracdo, sendo que maiores taxas de degradacdo sdo observadas em compostos com maiores
concentra¢des no solo contaminado.

O uso de micro-organismos através da técnica de bioaumento é um método eficiente para a remediacdo de
solos contaminados com 6leo diesel. Um maior destaque pode ser dado especialmente para a importancia dos
fungos presentes nos consodrcios para a deplecdo desse contaminante no solo.
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