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Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a relagdo nutricional e a umidade de um solo oriundo da regido
nordeste do Brasil contaminado, em laboratério, com 5% de Oleo cru. Para este fim, empregou-se um
planejamento fatorial completo com 3 fatores e 2 niveis onde foram verificadas a adigdo de nitrogénio (NHsNO3)
na relacao C:N = 100:10 e 100:5; fésforo (KH,PO4) na relagdo C:P = 100:2 e 100: 1 e umidade analisada em 50
e 90% da capacidade de campo. Neste planejamento, a variavel resposta foi o percentual de biodegradagao do
6leo através da andlise de geracdo de CO; (cromatografo HP5890 - DCT). A andlise estatistica apontou como
variavel mais significativa a adigdo de nitrogénio, observando-se que quanto maior a concentragéo do nitrogénio
maior a biodegradacdo do 6leo. Os fatores fésforo e umidade néo foram estatisticamente significativos nas
concentragdes analisadas. Baseado nos resultados do planejamento experimental, outras relagdes nutricionais
foram avaliadas para se determinar uma rela¢do nutricional 6tima a ser adicionada ao solo. De acordo com o0s
resultados, a melhor relacéo nutricional foi a relagédo C:N:P = 100:15:1 obtendo-se uma biodegradacgéo de 25,2

% do 6leo cru apds 30 dias.

1. Introdugéo

A Biorremediagao e a recuperacdo de solos contaminados com os materiais perigosos receberam a crescente
atencdo internacional nos Ultimos anos em decorréncia de danos a salde humana e ao meio ambiente (Wilson
e Jones, 1993). Os métodos bioldgicos baseiam-se no fato de que os microrganismos tém a possibilidade de
metabolizar compostos quimicos e tanto o0 solo quanto as aguas subterréneas contém elevado numero de
microrganismos que gradualmente se adaptam as fontes de energia e de carbono disponiveis. As técnicas de
biorremediagdo usando plantas e microrganismos tém sido amplamente utilizadas na recupera¢do de solos
contaminados com 6leo cru porque transformam, através de processos naturais, esses compostos em
substancias inécuas. No entanto, o grau de descontaminagéo ira depender da natureza e concentragdo do
poluente presente, assim como as caracteristicas do solo (Autry e Ellis, 1992; Del'arco, 1999; Adeniyi e Afolabi,
2002).

A biorremediagao possui vantagem em relagdo a outras técnicas, como as térmicas e fisico-quimicas em termos

de baixos custos e também porque o solo, como um sistema vivo para o crescimento da planta, nao € destruido.
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2. Materiais e Métodos
2.1- SOLO: Amostragem e armazenamento

Neste trabalho foi utilizado um solo da regido Nordeste do Brasil. O solo foi homogeneizado, peneirado e

quarteado, sendo 0 mesmo contaminado em 5% de 6leo cru.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do solo contaminado com 6leo cru

Parametro Teor no solo contaminado

N 2,39/Kg

P 0,13 g/Kg

Matéria organica 58

pH 6,4
Capacidade de campo 28%

Carbono organico 34 %
Microrganismos degradadores de 6leo cru 2,1X108
Microrganismos heterotréficos totais 2,3108

2.2- Planejamento experimental completo 2°

Este planejamento teve como objetivo investigar a adi¢éo de nitrogénio, fésforo, bem como verificar a umidade
do solo. O planejamento fatorial completo consistiu em 8 experimentos em duplicata. A Tabela 2 mostra os

fatores e os niveis avaliados no planejamento.

Tabela 2 - Fatores avaliados para verificacdo do Percentual de Biodegradagdo (PB) do 6leo contido no solo,

empregando planejamento fatorial completo 23.

NIVEIS
FATORES Nivel (+1) Nivel (-1)
Nitrogénio C:N=100:10 C:N=100:5
Fosforo C:P=100:2 C:P=100:1
Umidade 90% da CC 50% da CC

2.3- Ensaios de biodegradacgao do planejamento experimental 2°

Nestes ensaios foram pesados 50g de solo seco, contaminado com 5% de dleo cru, e colocados em kitasato
com capacidade de 250 mL, sendo os nutrientes corrigidos através da adigdo de nitrato de aménio (NHsNOs) e
fosfato de potassio dibasico (KH,PO4). A umidade foi ajustada conforme apresentado anteriormente na
Tabela 2. Posteriormente, as amostras de solo foram homogeneizadas com um bastao de vidro, tampando-se
os frascos com rolha de silicone, sendo a saida lateral vedada com tubo de latex e pinga de Hoffman. Os
frascos foram incubados em estufa a 30°C durante 30 dias, sendo retirados periodicamente para analise
cromatografica e aeragéo. A umidade foi corrigida periodicamente por método gravimétrico. A Tabela 3 mostra a

matriz padréo do planejamento experimental.
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Tabela 3 — Matriz padrdo para os experimentos conduzidos no planejamento fatorial completo 22,

Experimentos Niveis dos Fatores
Nitrogénio Fosforo Umidade
1 1 1 1
2 1 1 -1
3 1 -1 1
4 1 -1 -1
5 -1 1 1
6 -1 1 -1
7 -1 -1 1
8 -1 -1 -1

2.4 - Ensaios das diferentes relagbes nutricionais

Estes ensaios foram conduzidos conforme o item anterior (2.3), sendo a umidade ajustada para 50% da
capacidade de campo e as relagdes nutricionais analisadas em: C:N:P = 100:10:1 e 100:15:1; C:N = 100:10 e

100:15 (sem adic&o de fésforo) e C:P = 100:1 (sem adigao de nitrogénio).
2.5 - Calculo do percentual de biodegradagéo (PB)

Muitas espécies de microrganismos do solo conseguem metabolizar hidrocarbonetos derivados do petréleo
reduzindo-os a CO, e H.O (produtos de sua completa mineralizago). Cerca de 50% da matéria orgénica é
incorporada & biomassa e os outros 50% s&o transformados em CO.. Dessa forma, o total do contaminante
consumido pode ser quantificado , através da geracéo de CO,. Os percentuais de biodegradacdo (PB’s) do 6leo

cru aderido ao solo foram calculados através da seguinte formula:
PB (0/0) = (Cconsumido X 100)/C| Equagéo 41

Onde: Ceonsumido = 2 X(CO2 acumulado ao longo do processo); Ci = Concentragéo inicial de carbono (de acordo
com Jaramillo (1996), pode-se fazer uma conversao de matéria organica a carbono organico, dividindo-se o
percentual da matéria organica por 1,72. Dessa forma, para fins de calculo do carbono organico, foi utilizado o

valor de 3,4% de Carbono de acordo com o resultado apresentado na Tabela 1)
2.6 - Metodologias analiticas

2.5.1 - Densidade de Bulk , densidade da particula e porosidade

Estas metodologias forma feitas de acordo com Deuel et al.(1997).

2.5.2 - pH e capacidade de campo,

O pH de acordo com a metodologia da EMBRAPA (1997); A capacidade de campo foi determinada de acordo

com metodogia descrita por e Alef, K. & Nannipieri (1995).

2.5.3 = Teor de nitrogénio, fésforo assimilavel e matéria orgénica

A determinag@o do teor de nitrogénio, fosforo assimilavel e matéria orgénica das amostras de solo foram feitas

pelo método descrito por Jaramillo (1996).

2.5.4 — Analise microbiol6gica
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2..5.4.1 — Quantificag&o de microrganismos heterotréficos totais
A de quantificagdo microbioldgica foi determinada de acordo com a metodologia de Ururahy (1998).
2.5.4.2 - Quantificagdo de microrganismos degradadores de dleo cru

A quantificacdo da populagdo microbiana degradadora foi feita pela técnica do Nimero Mais Provavel (NMP)
(Oblinger & Koburger , 1975). O meio mineral liquido (Vecchioli et al. 1990) utilizado para o crescimento dos

microrganismos degradadores .
2.6 - Analise cromatografica do CO; produzido

Empregando-se uma seringa cromatografica foram injetadas, no cromatografo a Gas HP 5890 (DTC), amostras
de 0,5 mL das atmosferas internas dos kitasatos (Head space). As leituras foram feitas em duplicata e os
resultados expressos pelas médias dos valores obtidos. As condigbes gerais de anélise empregadas durante o
processo encontram-se listadas a seguir: - Vazéo do gas de arraste (He): 17.89 mL/min; vazédo do gas de
referéncia (He): 17,89 mL/min; temperatura do detector: 220°C; temperatura do forno auxiliar : 74°C;

temperatura do injetor : 110°C; coluna de aco inox (3m/3mm) recheada com Chromosorb 102;

3. Resultados e discusséo
3.1 - Anélise do planejamento experimental 23

Com a finalidade de encontrar a melhor relagdo nutricional (C:N:P) e a melhor umidade para o solo estudado, ou
seja, a relagdo que mais influenciou o potencial de biodegradacéo, fez-se, necesséria, a analise da matriz do
planejamento fatorial completo 23. Nesta etapa foram analisados 8 experimentos em duplicatas e os resultados

mostraram diferentes percentuais de biodegradagéo que variaram de 27,7 a 9% (Tabela 4).

Tabela 4 - Matriz do Planejamento Fatorial Completo 23 com os respectivos percentuais de biodegradacgao (PB).

FATORES

CONDIGOES NITROGENIO FOSFORO UMIDADE PB (%)
1 1 1 1 26,7 24
2 1 1 - 27,6+3,9
3 1 -1 1 26,639
4 1 -1 -1 27,7£0,14
o -1 1 1 134£2,1
6 1 1 1 90,07
7 -1 -1 1 144£27
8 -1 -1 -1 10,3 0,07

* Resultados obtidos através da equagao do calculo do percentual de biodegradagéo
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O software Statistica gerou uma curva de regressao linear com um fator de correlagdo de 0,94 para um intervalo
de confianga de 95%, cujos resultados foram obtidos através de analises de geragdo de CO,. Assumindo um
valor de 6 graus de liberdade, foi fornecido pelo software um valor de t = 2,447. Com base no valor de t de
student, os efeitos significativos no processo de biodegradagdo do 6leo foram analisados. Para que um efeito ou

interacdo fosse considerado importante, o valor de t calculado deveria ser maior que o tabelado.

Estas analises sdo melhores visualizadas num grafico Pareto (Figura 1), no qual a linha vertical (para p=0,05, o
valor de t de Student tabelado) indica a minima magnitude dos efeitos estatisticamente significativos na analise
em questdo. Os efeitos positivos indicam que os fatores devem ser usados no nivel +1 (Tabela 2) para que se
obtenha melhor resposta do sistema. Os efeitos negativos indicam que os fatores devem ser usados no nivel 1.
Assim, através do grafico Pareto, observa-se que o fator principal para o percentual de biodegradagao foi o
nitrogénio, sendo que este valor foi estatisticamente positivo, 0 que indica que os ensaios onde se trabalharam
com a maior concentracdo de nitrogénio geraram melhores resultados de percentual de biodegradagéo. Os
fatores umidade e foésforo analisados, separadamente, nd3o foram estatisticamente significativos para um

intervalo de confianga de 95% na distribuigdo t de “Student”.

GRAFICO PARETO

23 FATORIAL COMPLETO
VARIAVEL DEPENDENTE: CO

p=0,05

(1)NITROGENIO 12,01

(2)FOSFORO

(3)UMIDADE

-2 0 2 4 6 8 10 12 14
EFEITO ESTIMADO(VALOR ABSOLUTO)

Figura 1: Grafico de Pareto para a eficiéncia de degradagéo do contaminante de acordo com a geragéo de CO,

produzida ao longo dos 30 dias de experimentos.

A Figura 2 mostra as interagdes entre os fatores Umidade---nitrogénio---fosforo. Pode-se observar que ao se
trabalhar com a relagdo nutricional C:N:P = 100:10:1 e a umidade ajustada em 50% da capacidade de campo

obtém-se, estatisticamente, maior percentual de biodegradagao (27%).
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Figura 2. Interag&o entre os fatores nitrogénio, fosforo e umidade
3.2 - Anélise da relagao nutricional 6tima

Estes ensaios foram feitos apos a andlise do planejamento experimental. Dependendo das condi¢bes de
temperatura, aeragdo, condi¢des do cromatdgrafo, podem ocorrer aumento ou redugdo do percentual de
biodegracdo para ensaios conduzidos da mesma maneira, ou seja, mesma rela¢do nutricional, umidade, pH etc.
Dessa forma, nesta parte do trabalho, verificou-se uma queda no percentual de biodegradacdo em relagéo ao
verificado no planejamento experimental. Foram analisadas 5 diferentes relagbes nutricionais conforme
apresentado na Tabela 5. Os resultados demonstraram que a adi¢do do nitrogénio ao solo é fundamental para
que haja maior percentual de biodegradagédo (experimentos 2 e 4), obtendo-se 25,2 e 22,6% de biodegradagéo,
respectivamente. Quando o nitrogénio néo foi adicionado ao solo (experimento 5) houve menor percentual de
biodegradagéo (11,7% ).

Tabela 5: percentual de biodegradacéo (PB) para as diferentes relagdes nutricionais

Experimentos Relagao nutricional PB (%) Microrganismos degradadores de 6leo cru
1 C:N:P =100:10:1 18,5 5X10°
2 C:N:P =100:15:1 25,2 4X100
3 C:N=100:10 19,1 6X10°
4 C:N=100:15 22,6 4X1010
5 C:P=100:1 1,7 1,7X108

Comparando o resultado inicial, referente aos microrganismos degradadores de 6leo cru (Tabela 1), e apds o
término dos ensaios (Tabela 5), observou-se aumento da populagdo microbiana em todos os ensaios.
Observa-se, ainda, que as relagdes nutricionais C:N:P = 100:15:1 e C:N = 100:15 apresentaram maior aumento

da populagéo microbiana, o que possivelmente explica estes como melhores resultados.
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4 — Conclusodes
Os ensaios de biodegradacéo do 6leo resultaram em percentuais que variaram entre 9 e 27,7%

Através do planejamento experimental 23, o fator que mais influenciou no percentual de biodegradagéo foi 0
NITROGENIO no seu maior nivel (C:N = 100:10).

Com base no planejamento experimental, a melhor relagdo nutricional para o processo de biodegradagao do foi

a relagéo C:N:P = 100:15:1, obtendo-se uma biodegradacéo de 25,2%.
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