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A Dbiorremediacdo é uma alternativa
ecologicamente correta do ponto de vista da
destinacdo final de residuos e rejeitos. Mas...

Melhor que a biorremediacdo € a prevencao.



RESUMO

O estudo da recuperagdo de &reas contaminadas por hidrocarbonetos de petroleo surgiu em
virtude do grande impacto ambiental decorrente de acidentes envolvendo derrames de
petrdleo, na extracdo, transporte em dutos, embarcacdes e unidades industriais. Ultimamente,
0 processo de biorremediacdo tem sido uma alternativa para reduzir ou remediar as
contaminagfes no ambiente provocado pelo petroleo, utilizando a estimulacdo da microbiota
nativo do solo com fertilizantes. Desta forma, objetivou-se avaliar a capacidade de
biorremediacdo de solo contaminado com compostos oleosos, utilizando a técnica de
bioestimulacdo como uma alternativa capaz de tratar adequadamente as contaminagdes em
solos decorrentes de derrames de petréleo. O solo foi contaminado com petréleo em doses
crescentes de 0, 1, 3, 5 e 10 % (p/p) e bioestimulado com NPK em uma Unica carga no inicio
do experimento em niveis de concentragdo de 0, 250, 500, 1250 e 2500 kg ha™. Os
experimentos foram realizados durante 105 dias e a cada 7 dias determinada a producdo de C-
CO,. Quanto a melhores resultados para producdo de C-CO,, obteve-se o valor de 3.539,40
mg kg™ para as doses de 9,20 % de petréleo e de 2.435 kg ha™ para o NPK.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Fertilizantes. Nutrientes. NPK.



ABSTRACT

The study of areas contaminated by petroleum hydrocarbons recovery arose due to the large
environmental impacts from accidents involving oil spills, in the extraction, transport in
pipelines, vessels and industrial units. Lately, the bioremediation process has been an
alternative to reduce or remedy contamination caused by oil in the environment using the
stimulation of native soil microbial fertilizer. Thus, the objective was to evaluate the ability of
bioremediation of soil contaminated with oily compounds using biostimulation technique as
an alternative capable of adequately handling the contamination in soils resulting from oil
spills. The soil was contaminated with oil in increasing doses of 0, 1, 3, 5 and 10 % (w / w)
and NPK biostimulation in a single charge at the start of the experiment at concentration
levels of 0, 250, 500, 1250 and 2500 kg ha™. The experiments were performed for 105 days
and every 7 days determined the production of C-CO,. As best results for the production of C-
CO,, gave a value of 3539.40 mg kg™ at doses of 9.20 % oil and 2435 kg ha™ for NPK.

Keywords: Bioremediation. Fertilizers. Nutrients. NPK.
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1. INTRODUCAO

O mundo atual est4 cada vez mais dependente do petréleo e de seus derivados para a
manutencdo da atividade industrial, entretanto as atividades de extragdo, transporte e
refinamento de petroleo tém contribuido para a contaminacgéo do solo com petroleo em todo o
planeta (LOPES & PIEDADE, 2010). A exploracdo do petroleo e/ou de seus derivados vem
motivando a realiza¢do de pesquisas para recuperacao destas areas contaminadas (AISLABIE
et al., 2004; MARIN et al., 2006).

Nas duas ultimas décadas, a poluicdo causada por petroleo e seus derivados tem sido
um dos principais problemas do meio ambiente. De acordo com a sua origem, as suas
composicdes quimicas e as suas propriedades fisicas variam de um campo petrolifero para
outro. Devido, principalmente, a complexidade dessa mistura, normalmente os tratamentos de
areas contaminadas por essas substancias é bastante dificil e problematico. Os compostos que
exigem maior preocupacdo ambiental sdo os compostos organicos, dentre eles os HPAS
(Hidrocarbonetos Policiclo Aromaéticos) e TPHs (Hidrocarbonetos Totais de Petroleo). Esses
compostos sdo definidos como hidrocarbonetos cujas estruturas moleculares possuem como
caracteristica principal a presenca do anel benzénico. Eles estdo presentes, principalmente em
solventes, em combustiveis e sdo os constituintes mais solGveis. Compostos estes que
constituem em um grande problema ambiental, ndo somente no Brasil, mas em todo o mundo.

Dentre as técnicas desenvolvidas, a "biorremediacdo™ vem se destacando como uma
alternativa vidvel e promissora para o tratamento de solos contaminados por petréleo e seus
derivados (DUA et al., 2002; RAHMAN et al., 2002; BENTO et al., 2003). A biorremediacao
baseia-se na degradacdo bioquimica dos contaminantes por meio da atividade de
microrganismos presentes ou adicionados no local de contaminacdo (BERNOTH et al., 2000).
Desde os meados dos anos 80 do século XX, as estratégias de biorremediacdo tém sido
adotadas como uma maneira eficaz e de custo baixo para o tratamento de solos contaminados
com petréleo (DELFINO & MILES, 1985; TSAO et al., 1998; VAN DER HOEK et al.,
1989). As diferentes estratégias de biorremediacdo, em geral, visam aumentar a populacéo
microbiana criando condi¢cdes ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento (SILVA et al.,
2004).

A bioestimulacdo é uma opcdo de biorremediacdo in situ na qual se busca,
especialmente, estimular o crescimento da populagdo microbiana nativa. Isto ocorre,

fundamentalmente, pelo condicionamento do habitat natural desses microrganismos. Portanto,
1



a ideia fundamental é condicionar o local contaminado, de modo a acelerar o processo de
atenuacédo natural, estimulando, sobretudo, o desenvolvimento dos microrganismos. Para que
esta técnica de biorremediacdo seja utilizada de forma eficiente, o primeiro requisito a ser
atendido é a necessidade dos microrganismos apresentarem a capacidade de descontaminar o
poluente alvo. Neste contexto, a bioestimulacéo pode oferecer custo mais baixo em relacéo as
demais técnicas de biorremediacdo (EPA, 2004).

2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a degradacdo de petrdleo bioestimulada com nitrogénio, fésforo e potassio
(NPK) como alternativa capaz de tratar adequadamente as contaminacgdes de solo decorrente

de derrames de material oleoso.

Objetivos Especificos

1. Estimar a producdo de C-CO utilizando o respirdbmetro de Bartha (adaptado)
durante a recuperacdo do solo contaminado artificialmente por diferentes concentragdes de
hidrocarbonetos de petrdleo e bioestimulado com doses crescente de nitrogénio, fésforo e
potassio (NPK);

2. Avaliar as melhores doses de NPK para recuperar o solo contaminado por petroleo

frente a técnica de bioestimulacao.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 COMPOSICAO QUIMICA DO PETROLEO

O petroleo é uma mistura liquida complexa constituida por um vasto nimero de
compostos de hidrocarbonetos, que consistem principalmente de carbono e hidrogénio em
proporcdes diferentes, a composicdo do petrdleo, em base elementar, incide dentro de certos
limites, independentes da sua origem (FAHIM & MOHAMED, 2012).



O petrdleo é um liquido escuro acastanhado, de consisténcia oleosa, de cheiro
desagraddvel e coloracdo que pode variar do preto ao castanho, originando-se da
decomposicéo de animais e vegetais marinhos soterrados em desabamentos da crosta terrestre
em épocas remotas. Alguns podem ser escuros, densos e viscosos, com pouco gas, enquanto
outros podem apresentar tonalidades mais claras, baixa densidade e viscosidade, com
quantidade expressiva de gas, em funcdo dos diferentes reservatdrios em que os 6leos sdo
obtidos (PEDROTI, 2007).

Um estudo realizado pelo American Petroleum Institute concluiu que todos os tipos de
petroleos contém substancialmente os mesmos hidrocarbonetos, mas em quantidades
diferentes (Tabela 1).

Tabela 1 — Analise elementar do petrdleo.

Elemento % (em peso)
Hidrogénio 11a14
Carbono 83a87
Enxofre 0,06a8
Nitrogénio 0,11a1,7
Oxigénio 0,1a2
Metais Até 0,3

Fonte: THOMAS, 2005.

Na norma técnica Standard Terminology Relatingto Petroleum Products, and
Lubrificants — D 4175 09, a American Society for testingand Materials — ASTM — apresenta a
seguinte defini¢do para o petroleo:

“Uma mistura de hidrocarbonetos de ocorréncia natural, geralmente em estado liquido,
gue também pode incluir compostos de enxofre, nitrogénio, oxigénio, metais e outros
elementos”.

Conforme dito acima, o petréleo ndo é uma substancia pura, pelo contrario, é
constituido por uma grande quantidade de substancias, onde predominam de forma
significativa moléculas formadas somente pelos dois elementos quimicos carbono e
hidrogénio: os Hidrocarbonetos. Os hidrocarbonetos séo substancias compostas somente por

atomos de carbono (C) e de hidrogénio (H), formando diversos tipos de moléculas. A
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classificacdo do petréleo depende basicamente das caracteristicas da rocha reservatorio e do
processo de formacdo. O petréleo classifica-se em:

e Hidrocarbonetos saturados, que contém apenas ligacdes simples carbono-carbono e
sdo conhecidos como parafinas (ou ciclo alcanos), se forem ciclicos;

e Hidrocarbonetos insaturados, que contém apenas ligacfes multiplas carbono-carbono
(duplas, triplas ou ambas) e sdo insaturados, porque contém menos hidrogénio por
carbono do que parafinas. Hidrocarbonetos insaturados sdo conhecidos como olefinas,
e aqueles que contém uma ligacdo dupla carbono-carbono sdo chamados alcenos, ao
passo que sao aqueles com ligagdes triplas carbono-carbono é chamado de alcinos;

e Hidrocarbonetos aromaticos, que sdo uma classe especial de compostos ciclicos
relacionados na estrutura do benzeno.

As principais caracteristicas de um ‘tipo’ de petroleo sdo, conforme Martins (2004) a
densidade do 6leo, o tipo de hidrocarboneto — ou base — predominante na mistura e o teor de
enxofre. De acordo com o autor, em relagdo a densidade, os diferentes tipos de petréleo sdo
classificados segundo uma gradacdo que vai de leves (menos densos) a pesados (mais
densos). De acordo com as normas do American Petroleum Institute, essa classificacdo e
conhecida também como “grau API”. Segundo essa classificagdo, quanto menor a densidade
do petroleo, maior o grau API e consequentemente maior o valor comercial do petréleo, tendo
em vista que sera possivel produzir uma parcela maior de derivados nobres, de elevado valor
comerciais, como a gasolina, o diesel e o GLP, relativamente a outro tipo de 6leo, mais
pesado (menor grau API). O grau API é maior quando se diz que o petréleo e mais leve.
Petréleos com grau APl maior que 32° sdo considerados leves; entre 24° e 31° API, sdo
médios; abaixo de 23° API, sdo considerados pesados; e com grau API igual ou inferior a 10°
sdo petréleos extrapesados. O 6leo leve (alto grau API) e constituido predominantemente de
hidrocarbonetos alifaticos mais facilmente degradados pela populacdo microbiana do que o
6leo mais pesado, que pode conter maior abundancia de hidrocarbonetos aromaticos
(PETERS & MOLDOWAN, 1993).

Quanto ao teor de enxofre, o petroleo pode ser classificado como doce ou &cido. Sdo
classificados como acidos os 6leos com percentual de enxofre superior a 0,5 %; estes tém seu
valor comercial reduzido devido a corrosividade e toxicidade do enxofre, que resultam em
maiores custos no processo de refino. A Tabela 2 relaciona a classificacdo do petroleo de
acordo com o teor de enxofre e do grau API.



Tabela 2 — Classifica¢do do Petréleo segundo o grau APl e o Teor de Enxofre.

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

Fonte: TAVARES, 2005.

Os hidrocarbonetos que possuem dois ou mais anéis sdo denominados policiclicos
aromaticos (HPA), estes sdo considerados 0s mais toxicos componentes do petrdleo e estdo
associados a efeitos carcinogénicos. Muitos dos HPASs de baixo peso molecular sdo soluveis
em &gua, aumentando o risco de contaminagdo, e sdo os poluentes que mais preocupam
tratando-se de poluicdo ambiental. O benzo (a) pireno, 0 mais extensivamente HPA estudado,
tém sido demonstrado que produz metabdlitos cancerigenos quando agem nas enzimas do
corpo. Outra preocupacdo crescente é a contaminacao do solo por HPA, que segue para dguas
subterraneas, cuja contaminagdo é associada a uma grande gama e locais contaminados por
substancias perigosas (HAIMAM, 1995). Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, ainda
sdo produzidos hoje por processos industriais da refinacdo de petréleo, producédo de coque e
estacdo de tratamento de esgotos na industria petrolifera (CUTRIGHT & LEE, 1994). A
estrutura dos HPAs tem efeito significativo sobre a biodegradacéo, uma vez que compostos
com menores numeros de anéis aromaticos, como antraceno, fenantreno e pireno, sdo mais
rapidamente degradados do que criseno, pirileno e 1,2 benzantraceno, que possuem maior
namero de anéis (ALAN & FEREK, 1993; ALEXANDER, 1994; LIEBEG & CUTRIGHT,
1999). A estrutura quimica de alguns HPAs é mostrada na Figura 1.



Figura 1 — Estrutura quimica de alguns hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS).
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Fonte: GLASER e POTTER, 1996.

O conjunto de hidrocarbonetos presentes em uma amostra de petroleo ou de seus
derivados € conhecido como TPH (Total Petroleum Hydrocarbons). Os TPH sdo definidos
como a soma dos compostos alifatico e aroméaticos (WEISMAN, 1998).

3.2S0LO

O solo é qualquer material mineral ou organico inconsolidado, de origem natural ou
artificial, com potencial para o desenvolvimento de plantas (HOLLIS, 1991). Essa camada
superficial da crosta terrestre é constituida por trés fases: sélida, liquida e gasosa, que sao
intimamente combinadas. Segundo Rocha et al. (2004), em geral, a fase sélida, que é
constituida de formacBes minerais e de fracdo organica, ocupa em média 50 % do volume
total do solo, sendo que ~ 45 % s&o representados por minerais e ~ 4

O restante do volume do solo é ocupado por fases liquida e gasosa, representando, cada uma,

~ 25 % do volume total do solo (Figura 2).
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Figura 2 — Constituicdo de um solo ideal.
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Fonte: LEPSCH, 2011.

As particulas so6lidas minerais do solo sdo divididas basicamente em trés fracdes
texturais que sdo: argila, silte e areia (PREVEDELLO, 1996). A classificacdo do solo é uma

proporcéo relativa de diferentes tamanhos de particulas (Tabela 3).

Tabela 3 — Relagdo do tamanho da particula e o tipo de solo.

Tipo de solo Tamanho da particula (mm)  Meios de observacao
Arenoso 2,00 - 0,05 Olhos nus
Silte 0,05 - 0,002 Microscopio
Argiloso < 0,002 Microscopio eletrénico

Fonte: PREVEDELLO, 1996.

Essas fases formam a estrutura do solo em camadas denominadas horizontes, sujeitas a
constantes transformacges antropicas, através de processos de adigdo, remogéo, translocacdo
de natureza quimica, fisica e biologica. Sendo o resultado da interagdo da acdo da atmosfera,
hidrosfera, biosfera e litosfera (MENDONCA, 2010).

O conjunto de horizontes (um corte vertical desde a superficie até o material
semelhante ao que deu origem ao solo) chama-se o perfil do solo. As transformacdes e
remocdes, ocasionadas pelo intemperismo, ocorrem com maior intensidade na parte superior

deste perfil. O perfil de um solo completo e bem desenvolvido possui basicamente quatro



tipos de horizontes, que costumavam ser chamados de “horizontes principais” (Figura 3) e séo

convencionalmente identificados pelas letras maiusculas O, A, E, B, C e R (NRCS Soils).

Figura 3 — Representacdo esquematica da rocha (R) e do regolito (tudo o que esta acima da
rocha). O regolito subdivide-se em saprolito (C) e solum, que, por sua vez, é composto de
varias camadas (os horizontes O, A, E e B). Esquema de um perfil.

oy

__ Horizonte organico de solos minerais
O Oo - pouco decomposto; Od — mais decomposto

A Horizonte mineral com acimulo de himus
E Horizonte claro de maxima remocao de
argila e/ou éxidos de ferro

Horizonte de maxima expressao de cor e agregacao
B (Bw) ou de concentragao de materiais removidos
do AeE(Bt)

Material inconsolidado de rocha alterada
C presumivelmente semelhante ao que deu
origem ao solum

R Rocha nao alterada

Fonte: LEPSCH, 2011.

Assim, esse corpo natural, com uma composicao extremamente diversa, interage com
uma enormidade de fatores, como o clima, material de origem e sua utilizagcdo pelo homem
(KABATAS-PENDAIS et al., 1986). O material de origem pode ser modificado pelos
processos de formacgdo dos solos, contribuindo para a formacdo de diferentes camadas, e
produzindo uma grande variedade de solo.

A grande variedade de solos proporciona diferentes estruturas, que por sua vez pode
implicar na descontaminacdo dos mesmos. Portanto, determinar a estrutura do solo é
imprescindivel, pois um grande numero de propriedades fisicas, processos quimicos e
bioldgicos sdo afetados pelo tamanho, tipo e grau de desenvolvimento dos agregados do solo,
implicando também na permeabilidade de agua. Por esse motivo, os solos argilosos sé&o
menos permeaveis e mais dificeis de serem trabalhados no cultivo das lavouras (LEPSCH,
2011).

O desequilibrio ambiental, também pode ser ocasionado pelo aumento da atividade

industrial, junto com essas atividades cresce também o0s riscos ambientais, em especial os
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acidentes ambientais, que podem causar grandes contaminagdes de solo e agua gerando
problemas sociais e de saude publica (DAL FORNO, 2006). Portanto, com um aumento
populacional, tornou-se necessario pensar em praticas sustentaveis para preservar 0S recursos
naturais do planeta e manter os seres humanos em harmonia com o meio. Entre as medidas de
conservacao, estdo aquelas que visam ter efeitos positivos na qualidade do solo, permitindo
producdes de alimentos maiores na mesma area e por mais tempo.

Ocorrendo uma contaminacdo do solo, a microbiota é afetada imediatamente, sendo
assim, parametros como pH, matéria organica, teor de argila e manejo de colheita, devem ser
fiscalizados. Portanto, estudar tais parametros pode ser Gtil na avaliacdo da resiliéncia
microbioldgica de diferentes solos e a sua capacidade potencial em relacdo ndo sé a
degradacdo, mas também a volatilizacdo e adsorcdo de hidrocarbonetos na matriz
organomineral (FRANCO et al., 2004). Valores extremos de pH sdo inibitdrios para a grande
maioria dos processos microbianos de degradacdo (MORAIS, 2005). Além de estar
diretamente relacionada ao metabolismo dos microrganismos, a alteragdo de pH pode
influenciar a solubilidade dos contaminantes em agua como também a intensidade da sor¢édo
destes no solo (TRINDADE, 2002). A matéria organica do solo influencia na sustentabilidade
agricola de agroecossistema, pois 0 manejo eficiente da matéria organica do solo constitui o
método mais efetivo para melhorar a qualidade do solo (USDA-NRCS, 2011). A matéria
organica é considerada um dos indicadores mais importantes de qualidade do solo, pois
interage com o solo afetando a capacidade de troca cati6nica pela geracdo de cargas do
material organico humificado aumentando a disponibilidade de nutriente as plantas
(BRONICK & LAL, 2005).

Trindade (2002) observou uma grande dificuldade na recuperacdo de solos impactados
por petroleo e/ou seus derivados quando estes apresentam caracteristicas argilosas. Solos com
uma baixa permeabilidade, por exemplo, sdo dificeis de aerar, e frequentemente formam
aglomerados, tornando dificil a distribuicdo de umidade, ar, adicdo de nutrientes e de
microrganismos. Assim, materiais de baixa densidade, ou agentes estruturantes, séo
adicionados ao solo para reduzir a sua densidade, aumentar a porosidade e a possibilidade de
aumentar a difusao de oxigénio.

Os tratamentos fisicos envolvem a separacdo das fases do solo e contaminante, é
utilizada na remediacdo de solos ndo saturados contaminados com compostos organicos

volateis e semivolateis. Os tratamentos quimicos se baseiam nas diferencas das propriedades
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quimicas dos diversos componentes dos contaminantes e envolvem, geralmente, uma ou mais
das reacGes quimicas de neutralizacdo, fotdlise e/ou oxi-reducdo (MARIANO, 2005). O
tratamento bioldgico, ao contrario dos processos fisicos e quimicos, é considerado um método
seguro, eficiente e de menor custo a ser aplicado na remediacdo de solos contaminados por
compostos organicos (TRINDADE, 2002; D'ANNIBALE et al., 2006).

No tratamento bioldgico de solos contaminados por petréleo, os microrganismos,
sendo as bactérias as mais estudadas, utilizam os hidrocarbonetos, principais constituintes do
contaminante, como fonte de carbono e energia alternativa para formacdo de biomassa
(HIGGINS & BURNS apud MORALIS, 2005). O tratamento biol6gico é menos agressivo ao
meio ambiente, é mais seguro e com custo relativamente baixo, quando comparados aos
processos fisico-quimicos. Além de empregar seus esfor¢os em aperfeicoar o processo natural
existente nos solos contaminados, sendo conhecido como biorremediacdo (MARTINS et al.,
2003; BRITO et al., 2004; MOLINA-BARAHONA et al., 2004; D'ANNIBALE et al., 2006).

4. BIORREMEDIACAO

A técnica de biorremediacédo consiste na utilizacdo de microrganismos com o objetivo
de degradar compostos toxicos transformando-0s em produtos neutros que nao irdo agredir o
meio ambiente (MESQUISTA, 2004). Vém sendo amplamente estudadas e utilizadas para
remediacdo de ambientes contaminados com substancias organicas e tém como pré-requisito
basico o aumento da eficiéncia da remocédo natural feita pelos microrganismos (CHAGAS-
SPINELLI, 2007). O emprego da biorremediacdo na recuperacdo de ambientes contaminados
iniciou-se em 1988, quando cientistas utilizaram microrganismos para tratar o solo contra
poluentes e lixos toxicos (TORTORA, 2005). As técnicas de biorremediacdo podem ser
executadas tanto ex situ como in situ. Nos processos ex situ 0 meio é extraido e tratado em
instalacdo de depuragdo especifica. J& nos processos in situ, a biorremediacdo é feita no
proprio local de contaminacdo (SEABRA, 2001). Portanto, as técnicas de biorremediacéo in
situ sdo mais viaveis pela facilidade de sua aplicacdo em relacéo as técnicas ex situ, além de
gerar menos custos com o transporte e armazenamento do material contaminado e menos
distdrbios ambientais (MARIANO, 2006).

O principio basico desta tecnologia baseia-se no potencial apresentado pelos

microrganismos, para degradar, modificar ou remediar substancias toxicas. Hidrocarbonetos
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aromaticos derivados do petrdleo, presentes na natureza ou incorporados como compostos
xenobioticos, podem ser degradados pelos microrganismos atraves de rotas catabdlicas
especificas (CUNHA et al., 2008).

Muitos ambientes contaminados por hidrocarbonetos sdo anéxicos, como os aquiferos,
sedimentos aquéticos e solos submersos. Em tais condicdes, a biodegradacao é realizada por
microrganismos anaerobicos estritos ou facultativos, utilizando aceptores de elétrons como o
nitrato  (desnitrificantes), sulfato redutores, redutores de Fe®, CO? (organismos
metanogénicos), ou outros aceptores (Mn, Cr, U, etc.) (CHAKRABORTY & COATES, 2004,
FOGHT, 2008).

A biorremediacdo também pode ser limitada, isso ocorre se as condi¢@es do solo ndo
forem favoraveis a sobrevivéncia e a atividade dos microrganismos degradadores. O fator
ambiental mais critico na biodegradacdo, é a umidade do solo, pois uma alta atividade
microbiana somente ocorrera se houver adequada disponibilidade de &gua aos
microrganismos. Além disso, o teor de &gua no solo tem relacdo inversa com a
disponibilidade de oxigénio e, consequentemente, com a atividade dos microrganismos
aerobios, que sdo os principais responsaveis pela degradacdo dos HAPs. Alguns fatores
afetam o processo de biorremediagdo de solos contaminados por hidrocarbonetos, como por
exemplo, a temperatura, concentracdo de oxigénio, teor de umidade, pH e nutrientes. Em
temperaturas baixas, hidrocarbonetos liquidos se transformam em parafinas sdélidas,
hidrocarbonetos sollveis precipitam e ocorre uma queda consideravel na solubilidade destes
compostos, afetando as taxas de degradacdo dos hidrocarbonetos contaminantes (BANERJI et
al., 1995).

Em relacdo ao teor de umidade, durante o processo de biorremediacdo de solos
contaminados, esse teor deve ser mantido entre 50-80 % da capacidade de campo do solo para
que taxas Otimas de degradacdo sejam obtidas (DEUEL & HOLLDAY, 1997). Condicdes
aerobias sdo necessarias para que ocorra a biodegradacdo relativamente rapida de petréleo,
pois o oxigénio é utilizado pelos microrganismos ndo s6 como aceptor final de elétrons na
respiracdo aerobia, mas como substrato nas reagdes biodegradativas catalisadas pela enzima
oxigenase (BANERJI et al., 1995). Os organismos aerobios envolvidos no processo de
biorremediagéo de solos contaminados por petréleo utilizam o oxigénio como o aceptor final

de elétrons e o carbono organico, proveniente dos contaminantes, como fonte de carbono.
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Nitrogénio e fésforo sdo, por sua vez, os principais nutrientes inorganicos adicionados, se

necessario, durante os processos de biorremediagdo (R1ZZ0O, 2008).

4.1 TECNICAS DE BIORREMEDIACAO EX SITUE IN SITU

A bioaumentagcdo consiste na adicdo de culturas bacterianas com comprovada
atividade degradadora dos poluentes a um local. Esta técnica pode ser utilizada tanto in situ
quanto ex situ, sendo particularmente importante para tratamentos in situ, quando ndo ha
populacdes microbianas indigenas capazes de degradar o contaminante (MARIANO et al.,
2007; YAKUBU, 2007; FOGHT, 2008). A utilizacdo da bioaumentacdo em solos,
basicamente, é justificada pela necessidade de uma biodegradacdo rapida do composto
poluente e da redugdo do periodo de adaptacdo que normalmente antecede o processo de
degradacéo pelos microrganismos autoctones.

A bioventilacdo é normalmente utilizada para o tratamento de solos contaminados e
baseia-se na introducdo de oxigénio no substrato para estimular a atividade dos
microrganismos aerdbios, podendo ser aplicada in situ ou ex situ, de acordo com o local a ser
tratado (BOOPATHY, 2000).

O sistema de landfarming é aplicado para o tratamento da fase sélida de solos
contaminados e pode ser realizado in situ ou ex situ (BOOPATHY, 2000). Nesta técnica, 0s
microrganismos da camada superficial do solo sdo estimulados a degradar os poluentes
transformando-os em substancias inertes como CO; e agua, por meio do revolvimento do solo
e uso de aracdo, além da adicdo de nutrientes e, se necessario, de irrigacao, bioaumentacdo e
surfactantes (DOELMAN & BREEDVELK, 1999 citado em JACQUES et al.,, 2007;
JORGENSEN et al., 2000).

A compostagem € outro processo de descontaminacdo de solos, realizado por
microrganismos aerobios ex situ. No emprego desta técnica, o substrato contaminado é
removido do local de origem e colocado em pilhas, com ou sem aeracdo, controlando-se a
lixiviagdo e o escoamento superficial dos liquidos provenientes dessas pilhas (JORGENSEN
et al., 2000; JACQUES et al., 2007).

A fitorremediacdo é uma estratégia na qual se utiliza sistema vegetal e a sua
microbiota visando a aceleracdo do processo de degradacdo. As plantas podem atuar sobre

diversos tipos de contaminantes (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
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A fitorremediacdo de areas poluidas é bastante Gtil para 0 meio ambiente devido a
utilizacdo de plantas especificas, no intuito de amenizar ou até mesmo despoluir totalmente
areas contaminadas (COUTINHO et al., 2007). Poréem, a eficiéncia desta técnica é obtida
utilizando-se plantas que possuam determinadas caracteristicas como uma boa capacidade de
absorcdo, sistema radicular profundo, acelerada taxa de crescimento, fécil colheita e que
apresentem uma grande resisténcia ao poluente (COUTINHO et al., 2007). Estudando a
fitorremediacdo de solo contaminado por herbicida, Santos et al. (2006) utilizaram diferentes
densidades de feijdo-de-porco, por apresentar as caracteristicas necessarias como espécie
remediadora, além de servir como adubo verde, os autores concluiram que houve eficiente
remediacdo do solo com densidade populacional minima de 20 plantas m? e ainda que, a
maior densidade populacional de plantas em uma determinada area pode proporcionar maior
volume de raizes e de solo explorado o que resulta em um incremento da absorcdo e
degradacdo. No entanto, a desvantagem dessa técnica € a dependéncia do ciclo vital da planta,
dificultando a visualizacdo dos resultados e também o fato de possivelmente fazer parte da
cadeia alimentar, aumentando os danos ambientais. Apresenta também a dificuldade de
utilizacdo em alguns tipos de solos contaminados com grande mistura de compostos
quimicos, onde ha uma dificuldade em selecionar uma planta resistente para este conjunto de
substancias (COUTINHO et al., 2007).

A bioestimulacdo é uma técnica realizada onde a microbiota nativa do local,
otimizando suas condi¢bes de crescimento por meio da adicdo de nutrientes organicos e
inorganicos, regulacdo de pH, temperatura e aera¢cdo (MANDRI & LIN, 2007; MARIANO et
al., 2007; YAHUBU, 2007; FOGHT, 2008; ANDRADE, 2010). Esta técnica também pode ser
realizada tanto in situ quanto ex situ. Para que esta técnica de biorremediacgdo seja utilizada de
forma eficiente, o primeiro requisito a ser atendido € a necessidade dos microrganismos
nativos apresentarem a capacidade de descontaminar o poluente alvo. Quando utilizada de
forma controlada, é capaz de acelerar o processo natural e diminuir o tempo de
biorremediacgéo do local. A otimizacdo das condi¢cdes ambientais permitem aumentar a taxa de
crescimento e as atividades metabolicas dos microrganismos, com o consequente aumento da
velocidade e da porcentagem de biodegradacdo (ANDRADE, 2010). O bioestimulo consiste
na adicdo de nutrientes (nitrogénio, fosforo e potassio) para aumentar a atividade microbiana
e a eficacia do processo. O nitrogénio pode ser utilizado para o crescimento celular (NH4 ou

NHs) e como aceptor final de elétrons (NO3), podendo ser adicionado na forma de uréia,
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cloreto de aménio ou como qualquer sal de aménio. O fésforo pode ser empregado como
fosfato de sddio, fosfato de potéssio, sais orto fosforicos e polifosfatos. Essas fontes sdo
facilmente assimiladas pelo metabolismo microbiano, estimulando a biodegradacdo dos
contaminantes (LIEBEG & CUTRIGHT, 1999).

4.2 PRINCIPAIS BACTERIAS UTILIZADAS COMO BIORREMEDIADORAS

Dentre as bactérias mais utilizadas atualmente como biorremediadores, estdo as
espécies do género Pseudomonas e Bacillus. As Pseudomonas, sdo capazes de degradar
petroleo para suas necessidades de carbono e energia, na presenca de oxigénio, metabolizam
dois carbonos de cada vez de uma molécula grande de petrdleo (TORTORA et al., 2005). A
cepa bacteriana da espécie Pseudomonas putida, foi a primeira a ser geneticamente construida
e patenteada para esta finalidade. A P. putida apresenta a capacidade de metabolizar quatro
hidrocarbonetos de petréleo bruto: canfora, octano, xileno e naftaleno (PELEZAR JR., 1997).
Por outro lado, Mariano et al. (2007) identificaram as bactéria gram-positivas Staphylococcus
hominis e Kocuria palustres, em solos contaminados por hidrocarbonetos. J& em relacdo aos
géneros bacterianos mais importantes envolvidos na degradacdo de hidrocarbonetos de
petréleo tanto em ambientes terrestres como em ambientes marinhos, de acordo com Laehy &
Colwell (1990) séo: Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Bacillus, Flavo
bacterium, Nocardia e Pseudomonas spp. J& o género Vibrio spp, degrada hidrocarbonetos,

exclusivamente, em ambientes marinhos.

5. BIODEGRADACAO

A biodegradacdo pode ainda, ser limitada pela incapacidade dos microrganismos
nativos em metabolizar os poluentes ou por condices ambientais desfavoraveis a
sobrevivéncia e atividade dos microrganismos degradadores (JOHNSEN et al., 2005;
JACQUES et al., 2007). A producdo de metabolitos toxicos, repressao de enzimas, presenca
de substratos preferenciais, e a falta de substratos indutores podem, também, ser considerados
como fatores limitantes (BOOPATHY, 2000; VAN HAMME et al., 2003; JACQUES et al.,
2007).
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5.1 FATORES QUE INFLUENCIAM A BIODEGRADACAO

- pH

O pH é um fator quimico que afeta diretamente a atividade microbiana, devido aos
efeitos dos ions H' na permeabilidade celular e na atividade enzimatica, e,
indiretamente, pela influéncia na disponibilidade de macro e micronutrientes e na
solubilidade do aluminio e demais metais pesados, que podem ser toXicos aos
microrganismos (JACQUES et al., 2007). Segundo Jacques (2010) a faixa ideal de pH para
gue os microrganismos tenham atividade maxima é entre 6,5 e 8,5 e ideal mesmo que seja

proximo da neutralidade (Figura 4).

Figura 4 — Mostra o grafico, pH ideal para que tenha uma atividade bioldgica maxima.
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Fonte: JACQUES, 2010.

- Temperatura

A temperatura é um fator fisico que influencia o consumo de substrato pela
microbiota, sua atividade metabdlica, e por consequéncia, a biodegradacdo dos HAPs
(HAIDER, 1999). De acordo com Leahy & Colwell (1990), baixas temperaturas limitam a
degradacéo destes poluentes, uma vez que o metabolismo microbiano diminui e a viscosidade
dos HAPs aumenta nestas condi¢cGes. Em contrapartida, em altas temperaturas, a toxicidade
destes compostos aumenta. Assim, a degradacdo dos HAPs é melhorada na faixa de
temperatura entre 30 e 40 °C, diminuindo a viscosidade dos compostos e aumentando o

metabolismo microbiano. A faixa de temperatura ideal (Figura 5) para os microrganismos
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metabolizarem os contaminantes com eficiéncia 6tima estd entre 25 e 30 °C, na qual se
encontra a temperatura média da maior parte dos solos do Brasil contendo areas degradadas
por contaminacgdo de hidrocarbonetos do petréleo (TATE, 1995; JACQUES et al., 2010).

Figura 5 — Mostra a resposta tipica de uma populacéo de bactérias em funcéo da variagdo da
temperatura dos solos (modificado de TATE, 1995).
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Fonte: JACQUES, 2010.

- Umidade

A umidade é considerada por Haider (1999), o fator ambiental mais critico na
biodegradacdo no solo, uma vez que uma atividade microbiana elevada ocorre apenas com
disponibilidade de agua adequada. Entretanto, o teor de agua no substrato tem relacdo inversa
com a disponibilidade de oxigénio, ou seja, um alto teor de agua resulta em baixa
concentracdo de O,, causando prejuizos diretos a atividade dos microrganismos aerobios, que
sdo importantes agentes na degradacdo dos HAPs (LEAHY & COLWELL, 1990; JACQUES
et al., 2007). No entanto, em condi¢fes de hipOxia ou anoxia, as bactérias anaerdbicas ou
aerobicas facultativas se tornam dominantes na comunidade microbiana devido & sua
capacidade de usar aceptores de elétrons alternativos em substitui¢cdo ao oxigénio (JOHNSEN
et al., 2005; CAMEOTRA & SINGH, 2009).

- Matéria organica

A matéria organica consiste na fonte de carbono e energia para 0s microrganismos, ou

seja, um alto teor de matéria organica esta associado a uma maior abundancia e diversidade
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microbiana. Niveis mais baixos de matéria organica, normalmente, relacionam-se com uma
menor abundéncia bacteriana (BOOPATHY, 2000). Em contrapartida, uma grande
quantidade de matéria organica, esta normalmente relacionada a substratos de particulas finas,
que propiciam a sor¢do dos HAPs, em virtude da baixa solubilidade em agua e as particulas

solidas, sua biodisponibilidade aos microrganismos degradadores € reduzida.

6. RESPIROMETRIA AEROBIA

A respirometria € uma metodologia bastante adequada a quantificacdo da atividade
bioldgica aerdbia, a qual determina a velocidade de respiracdo de uma biomassa ativa. A NBR
14.283 especifica 0 método respirométrico de Bartha para determinacdo do indice de
biodegradacdo da matéria organica contida em residuos a serem tratados em solos. Por meio
desse método é possivel avaliar a tratabilidade de residuos em solos e inferir as condi¢des de
manejo de sistema de tratamento de residuos em solo. O método respirométrico de Bartha,
adaptado de uma norma holandesa, € um método simples e economicamente viavel para
determinar a atividade microbioldgica pela geracdo de gas carbOnico e, indiretamente, a
biodegradacdo de contaminantes organicos no solo.

O oxigénio pode ser fornecido sem fluxo de ar, com retencdo passiva de CO,, e com
fluxo de ar, continuo ou intermitente, pelo sistema chamado de aeracgdo forcada. O primeiro
processo é de simples utilizacdo, principalmente quando se tem um grande numero de
tratamentos envolvidos, porém pode se tornar limitado em ensaios prolongados (CALDEIRA,
1997). Os métodos utilizados para a determinacdo da eficiéncia de biodegradacdo baseiam-se
na medicdo de CO, gerado no processo de biodegradacéo e construcdo de uma curva da massa
acumulada desse CO, em fungéo do tempo, que deverdo apresentar fases distintas, tais como:
inicio da curva com baixissima inclinacdo, que devera corresponder a fase de adaptacdo dos
microrganismos, seguida de um elevado crescimento exponencial, uma vez que nesta fase
estara ocorrendo elevada atividade microbiana e, por fim, a formacdo de um patamar, onde a

eficiéncia da biodegradacéo ¢ drasticamente reduzida (BORGES, 2006).

17



7. MATERIAL E METODOS

A érea de coleta esté localizada no campo de extracéo de petréleo de Canto do Amaro,
pertencente ao municipio de Mossord-RN, recobre parte da zona oeste da Bacia Potiguar (no
continente), situada na regido noroeste do estado do Rio Grande do Norte (Figura 6). Possui
uma area total de aproximadamente 250 km?, sendo o maior campo de producéo de petréleo
em terra no pais. O petroleo encontrado nessa regido apresenta classificagdo como base
parafinica, grau API variando entre 28 e 44 °C a depender da zona produtora segundo Petta et
al. (2007).

Figura 6 — Localizacdo da area de coleta e mapeamento do solo encontrado na regido.
Imagem Spot (03/2001).

Iy Canto do Amaro

LEGENDA
&3 Rodovias federais M Capitais estaduais | SN

3 Area estudada * Municipios

Fonte: PETTA, 2007.

7.1 COLETA DO SOLO E CARACTERIZACAO

O solo foi coletado no més de agosto de 2014. Inicialmente realizou-se a limpeza da
area com auxilio de uma pa, em seguida amostras simples foram coletadas iniciando do topo
até uma profundidade 15 cm (Figura 7). As amostras foram acondicionadas em sacos de
plasticos limpos e levadas ao Laboratério de Hidrogeoquimica Ambiental, da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), no Departamento de Ciéncias Ambientais e
Tecnoldgicas.
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Posteriormente o solo seco ao ar foi homogeneizado, passado em peneira com malha
de 2 mm de abertura para remover restos de material vegetal e diminuir grandes torrdes de
terra, melhorando assim sua homogeneidade. Em seguida, o solo peneirado foi retirado
amostras para caracterizacdo fisica e quimica (Tabela 4), segundo a metodologia
recomendada por EMBRAPA (2009).

A caracterizacdo fisica consistiu da andlise granulométrica. Para a caracterizacdo
quimica foram determinados o pH, pela relacdo solo: agua 1:2,5; Fosforo (P), Carbono (C),
Célcio (Ca?"), Magnésio (Mg?"), Sédio (Na*), Potassio (K*), Aluminio + Hidrogénio (Al +
H), Aluminio (AI*").

Figura 7 — Coleta do Solo.

Fonte: AUTORA, 2014.

7.2 MONTAGEM DO EXPERIMENTO

Foram pesados 2000 g de solo para cada dose de petréleo 0, 20, 60, 100 e 200 g, que
correspondem 0, 1, 3, 5 e 10 % (p/p), para elevar o pH entre 6,5 a 7,0 adicionou-se 3,5 ml da
solucdo NaOH 0,25 M e homogeneizou. Com o0 solo contaminado pesou-se 100 g,
acondicionou em potes de vidro com tampa de rosca, hermeticamente fechados e com
capacidade de 0,6 dm™ cada. As doses de fertilizantes (NPK) foram equivalentes a 0, 250,
500, 1250 e 2500 kg ha®, respectivamente. Segundo Quideau et al. (2012), a dose
recomendada seria de 250 kg ha™ de 10:30:20 (NPK). Para isto, preparou-se uma solugéo
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concentrada de (NPK), como fonte de Nitrogénio usou uréia, de Fésforo MAP (monofosfato

de amodnio) e para potéssio, Cloreto de potassio. Em seguida efetuaram-se as diluicbes com as

respectivas concentracdes, e desta solucao adicionaram-se 10 ml em todos os tratamentos.

Em cada parcela foi adicionada 20 ml de solucdo de NaOH 0,5 M em copo de

polietileno de 50 ml para capturar o CO; produzido pela biorremediacao.

O experimento foi conduzido no periodo de agosto a dezembro de 2014, sendo 0s

tratamentos distribuidos em blocos casualizado, esquema fatorial 5 x 5, sendo 5 doses de

petrdleo e 5 de NPK, com 3 repeticGes, perfazendo um total de 75 parcelas. O experimento foi

montado em temperatura ambiente e acompanhado diariamente, com a temperatura variando

de 31,9a34,3°C.

Tabela 4 — Caracteristicas quimicas e fisicas do solo coletado.

Caracteristica Resultado Unidade
pH (Agua) 5,53 Adimensional
CE 0,08 dSm™
Matéria organica 13,40 gkg*

P 2,7 mg dm”
K 47,5 mg dm™
Na* 49,5 mg dm”
Ca* 1,70 cmolgdm™
Mg 0,40 cmol,dm™
Al 0,05 cmol, dm™
H+Al 2,3 cmol,dm™
SB 2,44 cmolgdm™
t 2,49 cmolgdm™
CTC 4,83 cmol;dm’
\Y 50 %
Saturacéo por Al™® (m) 2 %
PST 4 %
Silte 0,07 kg kg™
Areia 0,85 kg kg™
Argila 0,08 kg kg™

Fonte: AUTORA, 2014.
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7.3 AVALIACAO DA PRODUCAO DE C-CO;

A avaliacdo foi realizada semanalmente, os frascos foram abertos, em seguida retirada
a solucdo de NaOH 0,5 M era adicionado 1 ml de BaCl, 1 M, e titulada com HCI 0,5 M
padronizado, utilizando fenolftaleina como indicador. Antes do fechamento dos frascos, o
solo era mecanicamente revolvido para promover sua aeragdo. Sendo a producdo de C-CO,

expressa em kg de solo seco, quantificada através da férmula de Stotzky (1965):

C-CO, (mgkg’solo)=(B-T)xeqxMx 10

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

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

8. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos resultados foram determinadas as interacfes e influéncias
significativas de cada variavel, utilizando os dados obtidos para a confeccdo de uma
superficie de resposta para a visualizacdo de seus efeitos por meio das curvaturas e isolinhas
de contorno obtidas. Para a determinacdo de tais analises foi utilizado o software Statistica
9.1.
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando a produgéo de C-CO,, observa-se que os valores obtidos na auséncia do
petréleo variaram de 353 mg kg™ a 526 mg kg™ (Figura 8A). Com a adicdo das doses de
petrleo, esses valores variaram de 1.014 a 1.221 mg kg™; 1.689 a 2.059 mg kg*; 1.836 a
2.792 mg kg™t e 1.377 a 3.525 mg kg™ para as doses crescentes de petréleo 1, 3, 5 e 10 %,
respectivamente (Figuras 8B, 8C, 8D e 8E), evidenciando aumento na biorremediagcdo com o
aumento das doses de petroleo e com as doses de NPK, com a dose maxima de petréleo
obteve-se a maior producdo de C-CO, de 3.539,40 mg kg™ (Figura 8E), devido aos
microrganismos utilizaram o petréleo como fonte de carbono, aumentando populacdo
microbiana e consequentemente liberando mais C-CO,. Segundo Alexander (1994), os
microrganismos dos solos possuem amplas atividades catabdlicas e uma simples maneira de
eliminar poluentes organicos, consiste na adicdo dos compostos ou nutrientes no solo para
acao da microflora nativa. De acordo com Baptista & Rizzo (2004), o processo natural de um
poluente orgénico no solo, sem a adicdo de nutrientes ou qualquer adequacdo das condigdes
ambientais, pode ocorrer lentamente devido a adaptacdo dos microrganismos do solo natural.

De acordo com Spinelli et al. (2005), de maneira geral, uma maior producdo de
microrganismos corresponde a uma maior evolucdo de C-CO;, e a maior degradacdo dos
compostos organicos. Esta maior producdo de C-CO, também foi observada por Colla (2012)
ao relatar que diante de condi¢fes abioticas adequadas, 0s microrganismos residentes tiveram
seu metabolismo e crescimento estimulados, provocada pela relacdo direta entre a densidade
populacional e a producdo de C-CO,. Os efeitos da atividade microbiana sobre um solo
previamente contaminado por petroleo foi verificado por Taccari et al. ( 2012) e Aleer et al.
(2011). A atividade metabolica microbiana nos solos é uma das formas de quantificacdo do C-
CO,, a técnica fornece importante informacdo acerca da biodegradacdo dos compostos
oleosos, pois ¢ indicativa do grau de mineralizacdo dos contaminantes presentes no substrato
conforme citado por Horel & Schiewer (2009) e verificado a completa degradacdo dos
mesmos por Mariano et al. (2008). No entanto, a quantidade de contaminante degradado pode
ser subestimada, caso parte da matéria organica degradada seja utilizada na producdo de
biomassa, ou superestimada, se 0 C-CO; produzido provir da degradacdo de uma fonte de
carbono disponivel no solo que nédo o contaminante (HOREL & SCHIEWER, 2009).

22



(A) (B)

00 oT00 aTO1 &TO2 ©TOS *TO10 1400 oT10 &T11 aT12 #T15 *+T110
o 5001 no'-" . 1200 i:;
F o’ £ 1000 LR
E . g ghoe
& Q a b 4o *
2 .3 g 800 o
2 300 s 0 s = *
% [+] o & i t _:'l. * i
5 L] i " & E 600 & 1
[
o 200 i ! % 400 '
o 2! g $°
D100 | g O 200 8 @
[ ]
o ; ; ; ; : K. .
Q 15 30 43 &0 75 %0 103 [ 12 30 45 &0 73 20 105
Thas Thas
() (D)
2500 i i i 3000
oT30 aT3] &T32 +T35 =T310 aTs0 aTs] &TS2 «T55 *T510 4
-~ N . &
2000 N E‘?Hm t,*:
% 1.: $ ; 2 2000 ie Ya
b & & g = g+ =
1500 . o a o
% i ¥ ‘: Q = * " o
_E. : : & 5 = 1500 & :. & a & @
2 1o ‘. & ° g e . _®°
2 $ L A 1000 21 * o
8 tao 8 1t e
o t2e ° S 500
o 1 o
g° g °
0 . o -
Q 15 30 45 &0 T3 20 103 o 15 30 45 &0 75 %0 105
THas Thas
(E)
4000 ¢T100 aT101 AaT102 «T105 +T1010
. 3500 | s 2
23000 o ¥
gzsuo - 3 ; i
g ¢ ¥ s
= 2000 4 W
: o et et
2 1500 L] sty
= &, & o ®°
o 1000 t . 1%, e0°°
(5] n a
500 " i E s °
go°
|:| ’
0 15 30 45 &0 75 90 105
Thins

Figura 8 — Produc¢édo acumulada de C-CO, em funcdo dos 105 dias com doses crescentes
de petréleo e NPK. A — (0 % Petréleo + doses de NPK); B — (1% Petréleo +
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doses de NPK); C — (3% Petréleo + doses de NPK); D — (5 % Petréleo + doses
NPK); E — (10 % Petréleo + doses de NPK).

Evidenciando a maior degradacdo do petréleo na presenca da matéria organica do
solo. Santos (2007) estudou a atuacdo da matéria organica sobre o aumento da atividade
microbiana no solo, incluindo a formagdo do humus, nitrificagdo, entre outros processos, e
observou a contribuicdo da matéria organica para as alteracdes da disponibilidade de
nutrientes dos solos, atribuiu estes resultados aos microrganismos presentes no solo a
responsabilidade pelas transformagdes fundamentais na produgdo do C-CO,. Schroeder et al.
(2002) também verificou no seu trabalho a influéncia da matéria orgéanica sobre os
microrganismos do solo.

Pelo ajuste do modelo da superficie de resposta, obteve-se o coeficiente de
determinacéo (R?) igual a 0,9445 (equacdo 1), verificando que tanto para 0 NPK quanto para
0 petroleo, o efeito foi quadratico na producdo de C-CO,, consequentemente maior
degradacédo de petrdleo (Figura 9). A maior producdo de C-CO, foi obtida para as doses de
2.435 kg ha™* de NPKmax € 9,20 % de Prax, respectivamente, para uma producdo maxima de
3.539,40 mg kg™ de C-CO, (Figura 9). Namkoong et al. (2002) verificaram que a degradacéo
do petréleo estava significativamente relacionada com a respiracdo microbiana, medida em
termos de producdo de C-CO,. Dessa forma, a degradacdo de petrdleo procede mais
rapidamente quando submetida a contaminacdes mais baixas (Li et al., 2007; Silva et al.,
2012). Meyer (2011) avaliou a biodegradacdo das misturas de diesel/biodiesel em solo
arenoso sob a estratégia de biorremediacdo com a atenuacdo natural, no final dos 60 dias,
obteve-se a maior producdo de C-CO, foi de 3.886,92 mg kg™. De acordo com Komilis et al.
(2010), a degradacdo do diesel foi estudada via medicdo indireta da producdo de C-CO,,
através da adicdo de nitrogénio na biorremediacdo aerdbia de um solo contaminado com
diesel em uma concentragdo inicial de 2 % através do método respirométrico, verificou-se

uma faixa de degradagédo de 0,15 g N/g de diesel ou 1400 mg N/kg de solo.

C — CO; = 408,98 + 525,36P — 39,34P* + 146,49NPK — 17,16NPK* + 2040P.NPK  (gq.1)
R% =0,9445
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CO = 408,9797+525,36387+146,4877-39 34017x"+20,39767xy-17,15817%y
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Figura 9 — Producdo acumulada de C-CO, com doses crescentes de petroleo e NPK.

Capelli et al. (2001) estudaram a biodegradacdo das fracGes de hidrocarbonetos
presentes em residuos oleosos provenientes do refinamento do petrdleo e observaram que 0s
compostos saturados e aromaticos foram reduzidos em 70 e 60 % respectivamente. Baptista
(2003) verificou que a degradacdo de petroleo esté relacionada com a producdo de C-COs,,
observou a maior producdo de 4.000 mg kg* C-CO,, e quantificou a degradacdo dos
hidrocarbonetos em aproximadamente em 35 %. Em atividade microbiana, Cavelhdo et al.
(2011) verificaram a maior producdo de C-CO, com a bioestimulacdo de doses de NPK,
verificando uma producéo maxima de 3.000 mg kg™, o que proporciona a maior degradagio
do petrdleo, representada por 92 % em 90 dias de experimento. Estes resultados de
degradacdo corroboram com os dados obtidos no presente estudo pelo método respirométrico.

Levando em consideracdo que existem varias combinacbes de NPK e P entre os
tratamentos, observou-se uma regido racional de 1067,5 kg ha™® de NPK e 6,68 % para P,

respectivamente, como observado nas isoquantas da Figura 10.

25



NPK (x 250 kg'ha)

3500
3000
2500
2000
1500

1000
500

Petréleo (%)

Figura 10 — Isoquantas das concentra¢es acumuladas de C-CO, em func¢édo das doses NPK e
petréleo.

Analisando-se o acréscimo das doses de NPK em funcdo das doses de petrdleo (Figura
11), verificou-se relagéo linear, com intercepto e coeficiente angular, iguais a 0,00 e 148,66,
respectivamente. Millioli (2009) investigou a bioestimulacao das fontes de nitrogénio, fosforo
e potassio sobre 0s contaminantes, observando a facilidade com que 0s microrganismos 0s
assimilam e quando em concentracGes apropriado vdo instigar a biodegradacdo dos
contaminantes.
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Figura 11 — Doses de NPK em funcéo das doses petroleo.

Descontando a producdo de C-CO, do tratamento na auséncia de NPK e petréleo, para a
producdo de C-CO, em funcdo das doses de petrdleo (Figura 12), o comportamento foi
quadratico com ponto de maximo, observou-se um aumento na producdo de C-CO, com

aumento das doses de petréleo em todos os tratamentos, porém, com decréscimo na taxa de C-
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CO, a partir do ponto méximo (Figura 12), provavelmente devido a toxidez causada pelo
excesso de petrdleo. No entanto, solos com alta carga de contaminagdo apresentam excesso de
carbono, que tende a desequilibrar a sua razdo, tornando-se tdxico para 0s microrganismos
(RUBERTO et al.,, 2009; KAUPPI et al., 2011). Estas mesmas variacbes ocorridas na
produtividade do C-CO, também foram detectadas no trabalho de Marin et al. (2005),
trabalhando com a disponibilidade de nutrientes e hidrocarbonetos, favorecendo desta forma

a biodegrabilidade.
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Figura 12 — Concentracdes acumuladas de C-CO, em funcéo das doses petréleo.

Avaliando-se a producdo de C-CO, em funcdo das doses de NPK (Figura 13),
verificou-se méxima eficiéncia fisica (MEF) foi de 1.372,97 kg ha™. Considerando a maxima
eficiéncia econdmica de 90 %, obteve-se valores de 2.825,92 mg kg™ de C-CO, e 938,95 kg
ha' para o NPK, respectivamente. A economia foi estimada pela subtragdo entre C-CO; e
NPK em 434 kg ha® de NPK, correspondente a uma economia de 32 % de fertilizante.
Segundo Quideau (2012), o aumento da populagdo microbiana estd intimamente relacionado
com a fertilizacdo de solos de poucos nutrientes, como também 0s microrganismos sao
influenciados pelo tratamento de fertilizacdo com NPK, o que aumentou a populacdo
microbiana em até 85 %, ocorrendo uma interacdo significativa entre o tipo de solo e
adubacdo. Esse comportamento esta relacionado a adi¢do de fertilizantes que possuem em sua
composicao 0s macronutrientes: nitrogénio, fosforo e potassio (N, P, K) (RIZZO et al., 2006),
pois se tem a finalidade de estabelecer relagdes 6timas de N:P:K (10:30:20) para 0 aumento
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das populagbes microbianas e, consequentemente, aumento significativo das taxas de

degradacédo do contaminante orgénico (TRINDADE et al., 2005).
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Figura 13 — Concentra¢des acumuladas de C-CO, em funcédo das doses NPK.

Souza (2003) em seus resultados mostrou que a biorremediacdo com a utilizacdo de
NPK, na proporcdo de 10 % (p/v) do volume de 6leo derramado, contribuiu para retirada de
aproximadamente 30 % dos alcanos e chegando a 80 % ap6s um més. Nascimento (2006)
avaliou a aplicabilidade da técnica de biorremediacdo, com a utilizagdo de nutriente na forma
de fertilizante solivel NPK, sobre derrames de petréleo simulados em amostras de substrato
de manguezal, coletadas de uma regido ainda ndo contaminada na foz do Rio das Ostras, a
biorremediagdo foi capaz de eliminar, aproximadamente, 94 % da massa de 6leo derramada,
ao final de 56 dias de experimento. Coelho (2005) concluiu que a técnica de biorremediacao
utilizando o fertilizante NPK imobilizado, favoravel a liberacdo continua de nutriente durante
todo o experimento, foi eficaz na biodegradacdo completa de n-alcanos e na biodegradacéo
parcial de compostos policiclicos aromaticos. De acordo com Muteca et al. (2012) a remocéo
do petroleo foi de 62 %, aproximadamente, que pode ser considerado uma reducdo boa,
maiores valores ndo foram alcancados provavelmente devido a alta concentracdo dos
contaminantes e toxicidade, corroborando os resultados de Oliveira e de Franca (2004) e de
Vasconcelos et al. (2011) ambos trabalharam com alternativas de bioestimulo na degradagao
de petroleo. Todos estes resultados sugerem que o sucesso da biorremediacdo é funcéo das
propriedades do petroleo, a natureza dos produtos de biorremediacéo e das caracteristicas dos

ambientes contaminados.
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10. CONCLUSOES

1. A técnica de bioestimulacdo com NPK teve efeito significativo sobre a produgdo de C-
CO, em funcdo das doses de petroleo.

2. A maior producéo de C-CO, foi de 3539,40 mg kg™ obtida para as doses de 2.435 kg ha™
de NPK e 9,20 % de petroleo.

3. Na faixa racional a dose maxima foi de 1067,50 kg ha™ de NPK e 6,68 % de petréleo
para uma producdo de 3057,20 mg kg™*de C-CO».
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1 -Analise estatistica

Variavel analisada:

CO;

Opcdo de transformacdo: Variavel sem transformacdo (Y)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
OLEO 4 49756074.851965 12439018.712991 436.965 0.0000
ADUBA 4 4522864.617379 1130716.154345 39.720 0.0000
OLEO*ADUBA 16 8226632.642235 514164.540140 18.062 0.0000
REP 2 22803.586763 11401.793381 0.401 0.6722
erro 48 1366409.594837 28466.866559
Total corrigido 74 63894785.293179
Ccv (%) = 9.91
Média geral: 1701.7538667 Numero de observagdes: 75
Teste Tukey para a FV OLEO
DMS: 174,658263859768 NMS: 0,05
Média harmonica do numero de repetigdes (r): 15
Erro padrédo: 43,563644291321
Tratamentos Médias Resultados do teste
0 420.570000 al
1 1135.096000 a2
3 1941.797333 a3
5 2458.696000 a4
10 2552.610000 a4

DMS: 174,658263859768 NMS:
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Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 15
Erro padrédo: 43,563644291321

Tratamentos Médias Resultados do teste
0 1318.429333 al

1 1524.328000 a2

2 1802.084667 a3

10 1872.603333 a3 a4

5 1991.324000 a4

OLEO
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ADUBA /1 4 69959.523067 17489.880767 0.614 0.6538
ADUBA /2 4 68586.014760 17146.503690 0.602 0.6622
ADUBA /3 4 464539.424427 116134.856107 4.080 0.0062
ADUBA /4 4 1837537.918560 459384.479640 16.138 0.0000
ADUBA /5 4 10308874.378800 2577218.594700 90.534 0.0000
Erro 48 1366409.594837 28466.866559

Codificacdo usada para o desdobramento

cod. OLEO
1 =0
2 =1
3 =3
4 =5
5 =10

Teste de Tukey para o desdobramento de ADUBA dentro da codificacgéo:
1
Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente



Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 3
Erro padrédo: 97,4112699830143

Tratamentos Médias Resultados do teste
2 343.553333 al
1 348.680000 al
10 435.916667 al
5 448.200000 al
0 526.500000 al

Teste de Tukey para o desdobramento de ADUBA dentro da codificagdo: 2

Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente.

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 3
Erro padrédo: 97,4112699830143

10 1014.400000 al
5 1130.550000 al
2 1152.670000 al
0 1156.000000 al
1 1221.860000 al

Teste de Tukey para o desdobramento de ADUBA dentro da codificagéo: 3

Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente.

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 3
Erro padrédo: 97,4112699830143

Tratamentos Médias Resultados do teste
0 1668.746667 al

1 1828.440000 al a2

10 1982.520000 al a2

5 2059.720000 a2

2 2169.560000 a2
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Teste de Tukey para o desdobramento de ADUBA dentro da codificacgédo: 4

Obs. Identifique a codificacdo conforme valores apresentados anteriormente.

DMS: 390,547750822536 NMS: 0,05

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 3
Erro padrédo: 97,4112699830143

Tratamentos Médias Resultados do teste
0 1863.040000 al

1 2303.180000 a2

10 2535.080000 a2 a3

5 2793.140000 a3

2 2799.040000 a3

Teste de Tukey para o desdobramento de ADUBA dentro da codificagéo: 5

Obs. Identifique a codificac¢do conforme valores apresentados anteriormente.

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 3
Erro padrédo: 97,4112699830143

Tratamentos Médias Resultados do teste
0 1377.860000 al

1 1919.480000 a2

2 2545.600000 a3

10 3395.100000 a4

5 3525.010000 a4



