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A biorremediagdo de solos, quando
comparada com processos quimicos
e fisicos, €& uma alternativa
ecologicamente mais segura e
eficiente para reduzir a poluicao por
contaminantes ~ orgénicos.  Esta
tecnologia é baseada na utilizagéo de
microrganismos para transformar o0s
poluentes em substancias com pouca

efetivo através da utilizagdo de
aditivos tais como: nutrientes, mais
microrganismos, surfatantes,
enzimas comerciais, dentre outros.
Este ftrabalho visou avaliar a
eficiéncia de remogéo de petroleo do
solo contaminado, proveniente de
Guararema, utilizando tais aditivos
em um protétipo de biorreator, que

ou nenhuma ftoxicidade. Este proporciona a melhor incorporagdo
processo pode tornar-se ainda mais dos mesmos.

1. INTRODUGAO

Nos tempos atuais, as técnicas de biorremediagdo tornaram-se alternativas
promissoras para o tratamento de solos contaminados por substancias
orgénicas. Este processo de biodegradagdo & baseado na capacidade de
populagdes microbianas (endogenas) de modificar ou decompor
determinados poluentes. Os microrganismos utilizam o carbono orgénico
destes poluentes como fonte de energia, obtendo como produto final CO2 e
H20 pela via aerobica, e formagéo de biomassa (TROQUEST et at., 2003).

A biorremediacdo pode ser desenvolvida in situ, sem remogéo do solo, ou ex-
situ, pela remogdo do solo contaminado (NANO et al, 2003). As tecnologias
de biorremediag&o in-situ (“bioventing®, “biosparging” e fitorremediag&o)
possuem um baixo custo relativo quando comparadas as tecnologias ex-situ
(“landfarming”, biopilhas e biorreatores), entretanto ha uma grande



dificuldade de aplica-las na recuperagdo de solos impactados por petroleo
elou derivados quando estes apresentam caracteristicas argilosas, bastante
comuns no Brasil. Dentre as tecnologias ex-situ, a utilizagao de biorreatores
apresenta maior aplicabilidade no tratamento de solos contaminados de
natureza argilosa, permitindo o monitoramento efetivo do processo, maior
controle das varidveis (valor de pH, temperatura, umidade, etc.) e melhor
incorporagcdo de aditivos. Além disso, os biorreatores sdo sistemas
completamente fechados que permitem o controle de emissdes e possibilita,
na maioria dos casos, a reducdo do tempo de processo (RAIMUNDO e
RIZZ0, 2002).

Algumas técnicas de biorremediacdo podem ser utilizadas em todas as
tecnologias, visando a otimizagdo do processo de degradacdo dos poluentes
pelos microrganismos. Dentre estas se destacam: adicdo de nutrientes
(bioestimulo), que aumenta a atividade microbiana nativa; adicdo de
linhagens microbianas exdgenas degradadoras (bioaumento); adi¢do de
surfatantes, que auxilia a metabolizagdo dos compostos poluentes, facilitando
0 transporte destes substratos orgénicos para o interior das células
microbianas ou diminuindo as interagdes superficiais contaminante/solo; ou
ainda a adicdo de enzimas comerciais, que favorecem a oxidagdo de
moléculas de dificil degradagdo em moléculas de facil assimilagdo pelos
microrganismos.

Neste trabalho foram realizados quatro testes em protétipo de biorreator de
fase solida, proposto pela equipe do projeto e confeccionado pela equipe da
oficina do CETEM (RAIMUNDO e RIZZO, 2002). Estes testes visaram
avaliar o efeito de aditivos na degradagéo do dleo cru no solo, tais como:
nutrientes (nitrogénio efou fosforo), biossurfatante do tipo ramnolipideo,
enzimas comerciais (CONCEICAO et al., 2003) e indculo de fungo
filamentoso Aspergillus versicolor (PEREIRA e LEMOS, 2003). As condicdes
gerais adotadas para os referidos testes no biorreator, foram as melhores
condigbes estudadas anteriormente através de ensaios em microcosmos. O
acompanhamento dos testes por eficiéncia em termos de remogdo de
hidrocarbonetos totais de petroleo (TPH) indicou a adigdo do biossurfatante
como melhor condi¢do testada, fornecendo uma eficiéncia de 60,79%,
seguida pela adi¢éo de nutrientes (bioestimulo) com uma eficiéncia de 37,5%
de remogao de TPH.



2. OBIETIVO

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a eficiéncia de
remocdo do petroleo de um solo contaminado (Guararema, SP) a fim de
verificar a influéncia da adicdo de nutrientes, biossurfatante, enzimas
comerciais e inoculo flngico, no processo de biorremediacdo utilizando
biorreator.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Soloempregado

Foram utilizadas amostras de solo areno-argiloso contaminado, por dleo cru,
fornecidas pelo CENPES/Petrobras. O solo contaminado foi devidamente
homogeneizado e foram determinadas as caracteristicas fisico-quimicas,
inorganicas e organicas mais relevantes. O resultado desta caracterizagéo do
solo, realizada em conjunto pela equipe do CETEM e pela equipe do
CENPES/Petrobréas, se encontra na Tabela 1 a seguir:

Tabela 1: Principais caracteristicas fisico-quimicas, inorganicas e organicas do
solo contaminado empregado.

Propriedade Valor
oH 50
Capacidade de Campo - CC 37,04%
TPH's 26,26a/kg
HPA's 4,37a/kg
Oleos e Graxas 3,17%
Matéria Organica 8.27%
N (a/kq) 05

P (a/ka) 0,006
K (a/ka) 6,07




Entre o derramamento de dleo (dez/1998) e a amostragem (jul/2001) do solo
contaminado utilizado no desenvolvimento dos experimentos descritos neste
trabalho, transcorreram aproximadamente trés anos. De julho de 2001 até a
realizagdo dos experimentos, as amostras de solo foram mantidas sob
refrigeragao.

3.2. Descricdo dos Testes

Os testes foram conduzidos em um protétipo de biorreator (Figura 1) no qual
0 solo contaminado era mantido sob agitagdo através do movimento
rotacional do eixo central (4 rpm). A taxa de ocupacdo de 40%,
correspondente a 8Kg de solo seco, foi determinada como carga maxima
aplicavel, durante a avaliagdo da resisténcia do corpo do tambor fixo,
confeccionado em acrilico para a melhor visualizagdo do comportamento do
solo durante a realizagao dos testes (RAIMUNDO e RIZZO, 2002).

Monitoramento da geragédo de diéxido de
carbono, da concentragéo de oxigénio
dissolvido no solo, do consumo de
hidrocarbonetos e do crescimento
microbiano

Microrganismos ......................
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Tratamento
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S to d
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Figura 1: Esquema representativo do biorreator de fase sélida empregado nos
testes de biodegradacao

No 1°, 2° e inicio do 3° teste, a agitagdo do solo foi realizada durante 7 horas
diarias, com excecdo dos finais de semana e feriados quando o sistema de
agitacdo era desligado por questdes de seguranga. Ja apés o 21° dia do 3°
teste, 0 desgaste excessivo das pas do eixo central, corroborado com a



aglomeragao excessiva do solo, levou a redugéo do tempo de agitagao para
ciclos de 15 minutos a cada hora, durante 7 horas diarias. Esta condigao foi
adotada posteriormente também para o 4° teste. Todos os testes foram
conduzidos por um periodo de 42 dias.

As condi¢des especificas, para cada um dos ensaios realizados no
biorreator, sdo descritas a seguir, e foram selecionadas em fungdo dos
resultados promissores alcangados nos testes em microcosmos.

Tabela 2: Condigbes testadas no biorreator

Condigoes 1° Teste | 2° Teste 3° Teste 4° Teste
Umidade inicial 50 500@ 50 100
(%CC)
pH (®) 7 7 7 4,76

Relagéo C:N:P 100:1:2,4 | 100:1:2,4 | 100:1:2,4 100:20: 0,0045
Corregdo de P | KH2PO4 | KH2POq4 KHzPO4 -
Corregdo de N - - Extrato de Levedo

Biossurfatante - 10% plp - -

JBR215

Enzima Comercial - - 0,16mL/50g -
(HC 2000) solo seco

Inéculo fingicot®) - - - 25% viv

(a) posterior corregdo para 100% da capacidade de campo, devido a aglomeragao excessiva; (b)
pH corrigido com Ca(OH); (c) pH natural do solo; (d) dosagem recomendada pelo fornecedor do
produto; (e) fungo filamentoso Aspergillus versicolor.

3.3. Monitoramento dos Testes
3.3.1. Reracio

Tendo em vista que o processo de biodegradagdo empregado é aerdbico,
fez-se a aeragdo do biorreator diariamente durante uma hora (vazdo de
20L/min), com o objetivo de suprir a demanda de oxigénio requerida pelos
microrganismos. A vazéo de ar alimentada ao sistema foi monitorada, através
da leitura direta em medidor de vazdo da marca OMEL, modelo LAMBDA
n°51975G com capacidade de 4 a 45 I/min.




3.3.2. Consumo Energético

Durante o periodo de agitagdo do solo no biorreator, foi realizado o
monitoramento do consumo energético, expresso em termos de kWh, através
da leitura direta em medidor da marca INEPAR, modelo D.58J.

Semanalmente, para todos os quatro testes realizados, foram retiradas
amostras de solo do reator (amostras compostas de diversos pontos do
reator) para acompanhamento do teor de umidade, através do método
gravimétrico (secagem em estufa a 60°C/16h). Em caso de perda de
umidade, esta era reposta de forma a atingir o teor de umidade inicial
especifico de cada teste.

3.4. Concentracao de Hidrocarhonetos Totais de Petrdleo (TPH)

O monitoramento da concentragdo de hidrocarbonetos totais de petréleo
(TPH) foi realizado no inicio e no final do primeiro teste e, semanalmente, nos
demais testes. Amostras homogéneas eram removidas adequadamente do
interior do reator, secas em estufa a 60°C por 16 horas, maceradas e
encaminhadas para analise de TPH no laboratério do CENPES/PDEDS/BTA.
A metodologia de quantificagdo de TPH adotada foi baseada no método
USEPA 8015B empregando a técnica de cromatografia gasosa com detector
de ionizagéo de chama (CG/FID).

3.5. Teste de Toxicidade

A toxicidade das amostras de solo no inicio e ao final dos testes conduzidos
no biorreator foi determinada através do teste de toxicidade aguda pelo
Sistema Microtox empregando-se como organismo teste uma cultura de
Vibrio ficheri. Os ensaios foram realizados em laboratério externo (TECAM) e
baseou-se na Norma Técnica CETESB L5.227.

4.  RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos trés primeiros testes, a técnica de bioestimulo foi aplicada através da
correcdo apenas de fosforo (adigdo de KH2POs), de forma a se obter uma
relagdo C:P de 100:1. Nao houve adi¢do de nitrogénio, uma vez que testes
anteriores realizados em microcosmos indicaram que o teor deste
macronutriente existente naturalmente no solo contaminado (C:N = 100:2,5)



ja era suficiente para a manutengdo da atividade microbiana responsavel
pela degradacéo dos poluentes organicos (TRINDADE,2002).

A avaliagdo da eficiéncia do processo de biodegradacdo foi expressa em
termos de remogdo de hidrocarbonetos totais de petréleo, através da
quantificagéo dos poluentes orgénicos no decorrer dos testes (Figura 2).
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Figura 2: (a) Eficiéncias de Remogéo de TPH obtidas nos 4 testes em biorreator;
(b) Eficiéncias de Remogéo de OG obtidas nos 4 testes em biorreator.

A avaliagéo dos resultados dos testes realizados em biorreator, tomando-se
como base os resultados de TPH (Figura 2 (a)), demonstrou que a adigéo do
biossurfatante comercial JBR215 ao solo contaminado (2°Teste) forneceu a
melhor eficiéncia de remogéo, correspondente a 60,79% de degradagéo do
teor de TPH inicial presente no solo. Este valor representa um aumento de
62% em relagdo ao valor obtido no 1° Teste (Bioestimulo, 37,5%). A adi¢do
da enzima comercial HC 2000 (3° Teste) ndo apresentou um resultado
satisfatdrio no teste em biorreator, visto que a eficiéncia de remogéo de TPH
obtida foi de 12,60%, sendo inferior ao resultado do 1° Teste.
Comportamento semelhante foi observado para a adi¢do do inoculo flngico
(4° Teste), onde se obteve uma remogéo de 22,12% de TPH.

De uma forma geral, a condugdo do processo no biorreator teve como
conseqliéncia uma elevacdo nas eficiéncias de biodegradagdo dos
poluentes, em relagdo aos ensaios em microcosmos, comprovando, assim, a
importadncia da movimentagdo do material para que ocorra melhor
incorporagdo dos nutrientes e/ou aditivos, melhor distribui¢do da umidade e,
conseqlientemente uma maior atividade microbiana degradativa. A Unica



excecdo ocorreu na condicdo onde houve adicdo de indculo do fungo
filamentoso Aspergillus versicolor (40 Teste). Neste caso, a eficiéncia de
remogao do poluente no biorreator foi inferior a obtida em microcosmos (75%
de eficiéncia de biodegradagéo, calculada em termos de evolugdo de COz2),
sendo justificada pela agitagdo do solo, que pode ter causado o rompimento
dos micélios observados no inicio do experimento (parte superior do reator,
bem como em volta dos eixos das palhetas), afetando significativamente o
metabolismo do fungo filamentoso.

Ao final dos quatro testes, amostras de solo foram enviadas para laboratério
externo (TECAM) para realizag&o de teste de toxicidade aguda pelo Sistema
Microtox. O objetivo deste teste é estabelecer a toxicidade da amostra para a
bactéria marinha Vibrio fischeri, apés 15 minutos de exposi¢do a 15°C,
através da estimativa da concentragdo que causa 50% de redugdo na
quantidade de luz emitida pela cultura de bactérias (concentragdo efetiva
mediana ou CE50;15’), com intervalo de confianga de 95%. Os resultados
obtidos s&o apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados dos Testes de Toxicidade pelo Sistema Microtox dos
Ensaios Realizados em Biorreator

CE50;15’ Inicial CE50;15’ Final
10 Teste — Bioestimulagéo 14,60% 16,82 %
20 Teste - Biossurfatante 14,60% 0,009517%
30 Teste — Enzima comercial 14,60% 19,73%
40 Teste - Fungos 14,60% 5,98%

Observa-se que, tanto para o 1° como para o 3° teste houve uma queda na
toxicidade aguda do solo contaminado (15,20% e 35,14%, respectivamente)
apds os tratamentos, comprovando, assim, a redugéo da concentragdo dos
contaminantes organicos responsaveis pela toxicidade inicial do solo
contaminado. No entanto, os resultados obtidos para o 2° e 4° Testes foram
inconsistentes, visto que a amostra final apresentou uma toxicidade superior
a da amostra de solo contaminado antes do tratamento. O resultado do 2°
teste pode ser explicado pela disponibilizagao/solubilizacdo de compostos
orgénicos de maior toxicidade ap6s a adigdo do biossurfatante, porém o
acompanhamento do numero de heterotréficos totais ndo demonstrou o
aumento da toxidez destes compostos, j& que a populagdo microbiana
aumentou de 108 UFC/g de solo para aproximadamente 10° UFC/g de solo. A
divergéncia entre estes resultados indica que, talvez, este néo seja 0 método



mais adequado para a andlise do solo em estudo, principalmente por
empregar um microrganismo marinho € ndo um organismo natural do
ambiente terrestre. Por esse motivo, novas amostras de solo contaminado
antes e apo6s os testes realizados em biorreator serdo encaminhadas a
TECAM para determinagdo da toxicidade empregando-se minhocas como
organismos teste.

Cabe destacar, que os testes realizados neste trabalho finalizaram um
projeto inicial de proposi¢do de um protétipo de biorreator ndo convencional,
para tratamento de solos contaminados. Tais testes visaram otimizar o
tratamento no biorreator através da incorporagéo de aditivos, anteriormente
testados em microcosmos (sistema estatico). Desta forma, a condigdo que
forneceu o melhor resultado de eficiéncia de remogédo do poluente foi a qual
adicionou-se ao solo o biossurfatante (60,79%), mesmo tendo esta um valor
de toxicidade inconsistente, que deverd ser avaliado através de um teste
mais adequado.

Dentre as técnicas e/ou condicdes aplicadas ao tratamento do solo de no
protétipo de biorreator, aquela que usou a aplicagdo do biosurfatante
comercial JBR215 (dosagem 10% p/p) foi a que apresentou maior eficiéncia
em termos de remog&o de hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH), 60,79%,
sendo seguida pela aplicagéo da técnica de bioestimulo que resultou numa
remogao de 37,5% de TPH.

O tratamento do solo contaminado por petréleo empregando biorreator
acarretou 0 aumento da remogdo dos poluentes organicos, comprovando,
assim, que a movimentagdo do material foi fundamental para que ocorresse
maior incorporagdo dos nutrientes e/ou aditivos, bem como uma melhor
distribuicdo da umidade, propiciando, conseqlientemente, condi¢des para
uma maior atividade dos microorganismos degradadores.

O Sistema Microtox mostrou que houve uma redugdo da toxicidade do
solo contaminado nas condi¢des experimentais do 1° e do 3° teste no
biorreator (15,20% e 35,14%, respectivamente). Porém, novos testes para
determinagéo da toxicidade das amostras de solo, empregando-se minhocas
como organismos teste, devem ser empregados para uma avaliagdo mais
apropriada.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se afirmar que a
configuragdo do protdtipo de biorreator proposta, apresenta-se como um



ponto de partida viavel para que se desenvolva uma tecnologia capaz de ser
aplicada no tratamento de solos contaminados por petroleo. No entanto,
deve-se buscar uma configuracdo mais adequada ao tratamento do solo
quando se adiciona inoculo fungico de forma a néo causar o rompimento dos
micélios.
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