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RESUMO

Acidentes envolvendo petréleo e seus derivados vém frequentemente sendo observado ao redor do
mundo. A descontaminacdo ambiental pode ser obtida por vérias técnicas, entre elas a
biorremediacdo, que utiliza microrganismos que metabolizam os contaminantes. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar em latossolos contaminados, a autodepuracédo e também a eficacia de
microrganismos presentes na adgua da caixa separadora de agua e 6leo (CSAO) de posto de
combustivel, na biorremediacdo. Foram realizados trés experimentos, com 3kg de latossolo em cada,
a fim de analisar a eficiéncia dos microrganismos na remocdo de hidrocarbonetos no solo. No
experimento 1 foi adicionado o latossolo + 250mL de 6éleo lubrificante + 750mL de agua da CSAO; no
Experimento 2 utilizou-se latossolo + 250mL de 6leo e no Experimento 3, utilizou-se somente o solo in
natura. Ao longo do estudo, os solos foram submetidos a analises quimicas (pH, acidez total, K* CTC,
P e matéria organica) e microbioldgicas (exame a fresco, isolamento dos microrganismos em meio
TSA, contagem de UFC/g e coloragdo Gram). ApOs 75 dias foi possivel observar que os solos
contaminados com Oleo lubrificante tornaram menos &cidos. Solos contaminados com 0leos
lubrificantes apresentaram maior quantidade de microrganismos. Os experimentos 1 e 2
apresentaram maior UFC/g dos latossolos. O Experimento 1 apresentou, ha maior parte do estudo,
menor quantidade de microrganismos em relacdo ao Experimento 2, o que pode ter sido resultado da
competicdo entre os microrganismos do solo e os da agua da CSAO. No experimento 1 e 2 foi
observado reducdo da matéria organica, CTC e fosforo pelos microrganismos, demonstrando que o
Oleo lubrificante acrescentado nestes solos serviu como fonte de nutrientes e estimulo para
crescimento microbiano. Por possuirem grande quantidade de microrganismos, 0s experimentos 1 e
2 apresentaram alta e similar eficiéncia da biorremediacdo. Entretanto, no experimento 1, no qual foi
acrescentado microrganismos da CSAO, foi observado biodegradacdo de cadeias carbbnicas mais
complexas, gerando expectativa no uso destes seres em latossolos contaminados acidentalmente
com 6leos lubrificantes.
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ABSTRACT

Accidents involving oil and its derivatives have often been observed around the world. Environmental
decontamination can be achieved by various techniques, including bioremediation, which uses
microorganisms that metabolize contaminants. The objective of the present study was to evaluate the
presence of contaminated latosols, the autodepuration and also the efficacy of microorganisms
present in the water of the oil separator box (CSAO), in the bioremediation. Three experiments were
carried out, with 3kg of latosol in each, in order to analyze the efficiency of the microorganisms in the
removal of hydrocarbons in the soil. In experiment 1 was added the latosol + 250mL of lubricating oil +
750mL of water of the CSAOQ; in Experiment 2, latosol + 250mL of oil was used and in Experiment 3
only the in natura soil was used. Throughout the study, the soils were submitted to chemical analyzes
(pH, total acidity, K + CTC, P and organic matter) and microbiological (fresh examination, isolation of
microorganisms in TSA medium, UFC / g count and Gram staining). After 75 days it was possible to
observe that the soils contaminated with lubricating oil became less acidic. Soils contaminated with
lubricating oils presented higher amounts of microorganisms. Experiments 1 and 2 showed higher
CFU / g of the oxisols. Experiment 1 presented, in the majority of the study, a smaller amount of
microorganisms in relation to Experiment 2, which may have been the result of the competition
between the soil microorganisms and the water of the CSAO. In the experiment 1 and 2, a reduction of
organic matter, CTC and phosphorus by the microorganisms was observed, demonstrating that the
lubricating oil added in these soils served as a source of nutrients and a stimulus for microbial growth.
Due to their large number of microorganisms, experiments 1 and 2 showed high and similar efficiency
of bioremediation. However, in experiment 1, in which CSAO microorganisms were added,
biodegradation of more complex carbon chains was observed, generating expectation in the use of
these beings in latosols accidentally contaminated with lubricating oils.
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1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da economia tornou-se crescente 0 uso de automoéveis, equipamentos e
maquinas. Estes necessitam de manutencdes adequadas e periddicas no intuito de prolongar a sua
vida util. Para isso, sao utilizados 6éleos lubrificantes, que tém como principal funcdo diminuir o atrito
em pecas moveis e semimoveis, controlar a temperatura interna, dentre outras fun¢des secundarias,
como, por exemplo, limpar os componentes internos méveis e semimdveis e proteger contra a
corrosao.

O aumento do consumo dos 6leos lubrificantes elevou o nidmero de casos de vazamentos destes
derivados do petroleo que podem acontecer desde a exploracdo até a sua disposi¢éo final. Estes
acidentes tornam o solo impréprio para uso, além de trazer sérios prejuizos para a flora e fauna local,
inclusive para o Homem, j4 que possuem caracteristicas carcinogénicas e mutagénicas.

Solos contaminados podem ser remediados por técnicas fisicas, quimicas e biologicas. A
biorremediacéo, foco deste estudo, € um processo que utiliza organismos vivos, tais como, bactérias,
fungos, plantas, algas verdes ou enzimas de microrganismos no intuito de reduzir ou remover os
contaminantes no meio ambiente. Essa técnica € uma alternativa pratica, de baixo custo, nao
necessita de mao de obra especializada, nem do uso de reagentes quimicos que podem ser
agressivos ao meio ambiente e aos seres vivos que vivem no solo. E fundamental que o processo de
biorremediacao dos solos contaminados com dleo lubrificante seja eficaz. Portanto, os organismos
devem degradar este composto do solo, sem produzir produtos perigosos e sem haver a necessidade
de tratamentos secundarios.

Sendo assim, para o desenvolvimento deste trabalho foi realizada a caracterizagéo e classificacdo do
solo utilizando técnicas fisicas e quimicas. A populagdo microbiana presente na caixa separadora de
agua e 6leo (CSAO) de um posto de combustivel, localizado no municipio de Bela Vista de Minas -
MG foi também avaliada e quantificada. Os solos de dois experimentos foram contaminados com
Oleos lubrificantes automotivos e posteriormente, em um deles foram adicionados 0s microrganismos
da CSAO. As concentragdes dos microrganismos dos solos foram quantificadas em meio de cultura e
a concentracdo do contaminante foi também quantificada em diferentes periodos a fim de verificar a
eficacia da biorremediacéo nos solos contaminados.

1.1 O uso dos 6leos lubrificantes



Em jogos olimpicos na Grécia antiga, em meados de 776 a.C, rolamentos das Bigas de corrida eram
lubrificados com gordura animal. Com o passar dos anos e com o surgimento da revolugéo industrial
surgiu a necessidade da constante lubrificacdo das maquinas e equipamentos, no intuito de diminuir o
atrito das partes méveis aumentando assim a sua vida (til.

Em 1859, fontes abundantes de petréleo foram descobertas nos EUA por Edwin Drake, um ex-
magquinista de locomotiva que perfurou o primeiro poco de petréleo onde extraia 3.200 litros de
petroleo por dia. Este foi um marco importante, pois a partir destas descobertas, o petroleo comecgou
a ser utilizado como matéria-prima para a producdo de lubrificantes, devido ao seu melhor
desempenho e vida util maior quando comparado a outras matérias primas (BOZZA, 2016).

Com a produgdo de novas magquinas, surgiu a necessidade de lubrificantes mais eficientes. Desta
forma, 6leos lubrificantes sintéticos comegaram a ser produzidos em laboratorios a partir de 6leos
minerais. Posteriormente, 6leos compostos comecaram também a ser produzidos, a partir da adigcao
de aditivos em 6leos lubrificantes sintéticos e minerais que permitem esses 0leos tenham longa vida e
trabalhem em temperaturas muito baixas ou altas sem que percam suas propriedades fisicas e
quimicas.

Segundo Camara, Peres e Christianni (2010) os 6leos lubrificantes foram introduzidos nos motores de
combustdo interna e sistemas de transmissdo de veiculos e equipamentos semi-mdveis com a
finalidade de diminuir o atrito, através da formacédo de uma pelicula que impede o contato direto entre
as pecas metalicas em movimento. Os lubrificantes possuem ainda outras finalidades, como:
Refrigerar, limpar e manter limpo, proteger contra a corrosédo e vedagéo da cdmara de combustao.

1.2 Vazamentos de 6leos lubrificantes no ambiente

A contaminagéo por 6leos lubrificantes é um fato comum devido ao descarte incorreto e vazamento,
principalmente em oficinas mecéanicas (DEON et al.,, 2012). Estes vazamentos causam Sérios
impactos ambientais, além de demandar elevados custos para a remedia¢gdo do ambiente poluido.
Como exemplos de acidentes, temos o caso da contaminacdo do solo com hidrocarbonetos em
Santos Dumont, Minas Gerais. Estes contaminantes estavam em um tanque desativado desde 1998,
que era pertencente a uma linha férrea, sobre responsabilidade do Instituto Federal Sudeste de Minas
Gerais (IF Sudeste MG). Este vazamento ocasionou a contaminacdo de uma rede de distribui¢cdo de
agua, gerando reclamacgBes dos consumidores, devido a alteracdo nos padrdes organolépticos da
4gua (G1 ZONA DA MATA, 2015).

Segundo Senkovski (2013) em 16 de julho de 2000, houve um vazamento de 6leo da Petrobras em
Araucaria. Mais de um milhdo de galBes (quatro milhdes de litros) de 6leo foram derramados na bacia
do Rio Iguagu, sendo o segundo mega acidente provocado pela empresa nesse mesmo ano. O
acidente ocorreu quando 6leo cru era transportado do terminal maritimo de S&o Francisco do Sul
para a Refinaria Presidente Getulio Vargas (Repar), na cidade da regido metropolitana de Curitiba.
Treze anos ap6s a contaminacdo a empresa foi obrigada a fazer a recuperacdo da flora do local
afetado e o monitoramento da sanidade dos peixes, assim como ficou também obrigada a fazer o
monitoramento continuo da area até que seja comprovada a recuperacao total da area.

1.3 Impactos ambientais causados pelo langamento de hidrocarbonetos no solo

De acordo com a Lei N° 12.305, que institui a Politica Nacional de Residuos Sdélidos, os dGleos
lubrificantes sdo classificados com residuos perigosos, que sao aqueles que, em razdo de suas
caracteristicas de inflamabilidade, corrosividade, reatividade, toxicidade, patogenicidade,
carcinogenicidade, teratogenicidade e mutagenicidade apresentam significativo risco a saude publica
ou a qualidade ambiental (BRASIL, 2010). Desta forma, medidas de controle devem ser tomadas
durante o seu armazenamento, transporte, utilizagdo e descarte para que sejam evitadas
contamina¢cBes ambientais e consequentes impactos na saude publica.

Durante a contaminacdo dos solos com petréleo e seus derivados ocorre a insercdo de substancias
nestes locais, como por exemplo, o BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), hidrocarbonetos
policlinicos arométicos (HPA), compostos orgéanicos volateis (COV) totais e hidrocarbonetos totais de
petréleo (HTP).

Segundo Andrade, Augusto e Jardim (2010) os compostos HTP, BTEX e HPA sdo compostos com
alta toxicidade, mobilidade e persisténcia ao meio ambiente. Logo ap6s a ocorréncia de chuvas,
esses compostos podem ser carregados pela agua, podendo infiltrar no solo, lixiviando até aquiferos,
ou serem carregados pelo escoamento superficial em direcdo a curso da agua, que mais tarde sera
utilizado como fonte de agua potavel para uma determinada populagéo.



Essa situacdo pode gerar uma contaminacdo aguda ou crbnica, dependendo da concentracdo do
poluente, e ainda pode produzir gases devido aos compostos organicos volateis, que se inalados
podem causar prejuizo a saude. Desse modo, contaminacdes ambientais com O6leo merecem
atencdo, ja que podem prejudicar tanto 0 meio ambiente como o0s seres vivos que vivem nele,
incluindo o ser humano.

1.4 Técnicas de remediac8es de solos contaminados com hidrocarbonetos

Segundo Andrade, Augusto e Jardim (2010) as técnicas mais empregadas atualmente na remediagao
de solos contaminados com hidrocarbonetos séo a oxidacdo quimica in-situ (técnica quimica),
atenuacao natural (técnica bioldgica), biorremediacdo (técnica bioldgica) e a extracdo de vapores no
solo (técnica fisica). A aplicacdo dessas técnicas depende de varios fatores, tais como: condicbes
fisicas, quimicas e biolégicas do local contaminado, concentracdo do contaminante e tempo requerido
para a extracdo ou remediacdo do contaminante. A analise em conjunto destes fatores auxiliam na
escolha da técnica que melhor se aplica para a situacéo em questao.

Essas técnicas variam de preco e aplicabilidade, tendo uma relagdo de custo total com o tempo
necessério para a remediacdo da area. Sendo assim, quanto mais rapido for o processo de
remediacdo maior sera o custo total do investimento. Conforme mostrado na Figura 1, a incineragéo é
a técnica mais cara, seguida do uso do aterro, lavagem e biorremediacao.

Figura 1: Comparacao de custos para diferentes técnicas de remediacdo
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Fonte: Modificado de EPA por Andrade, Augusto e Jardim (2010).

Apesar da biorremediacdo apresentar o menor custo para tratamento do m3 de solo contaminado, a
velocidade de remediagéo do solo é mais rapida na incineracao, aterro e lavagem do solo. Entretanto,
estes tipos de remediacdo séo restritos, uma vez que seria muito dificil, por exemplo, a incineragao
de uma grande quantidade de solo que lancaria uma quantidade grande de contaminantes na
atmosfera. Ja o envio de solo para aterros reduziria muito rapido a vida util destes e seria necessario
a criacao de aterros para residuos classe |, onde o custo chega ao dobro dos aterros de classe Il; e a
lavagem, além de gastar uma grande quantidade de agua, faz com que ela se torne contaminada
apos 0 processo.

1.4.1 Oxidacao quimica in-situ (ISCO)

De acordo com Andrade (2016), a oxidacdo quimica in-situ (do inglés In-Situ Chemical Oxidation
(ISCO)) consiste na aplicacdo de oxidante no solo, propiciando o contato destes com o0s
contaminantes, utilizando o proprio solo como meio de degradagdo. O processo tem como objetivo a
mineralizacdo do contaminante, porém a degradagdo do contaminante apresenta a reagbes em
diversas etapas, podendo formar compostos intermediarios (ITRC, 2005).

A ISCO vem sendo explorada como alternativa principalmente devido ao curto tempo de remediagéo
da area e pela nao formacao de residuos (ITRC, 2005). Segundo Andrade (2016), essa técnica pode
ser utilizada para uma ampla gama de contaminantes, tais como: BTEX, MtBE (Metil Terciario
Butilico), hidrocarbonetos de petréleo, solventes clorados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
fendis.



Porém, essa técnica ndo seria ideal para lugares que possuem solos porosos, uma vez essa
porosidade garante a recarga de aquiferos, permitindo que a agua percole lentamente por esses
poros e seja filtrada até o lencol freatico. Além disso, esta técnica pode aumentara chance do
contaminante percolar mais rapido para o lencol freatico, contaminando todo o lencol freatico,
aumentando assim a area de contaminacéo.

1.4.2 Atenuacéo natural

O termo “atenuacado natural” tem sido empregado para descrever a remediagcdo passiva de solo que
envolve a ocorréncia de diversos processos, de origens naturais, como a biodegradacdo, a
volatilizacdo, a dispersdo, a diluicdo e a adsorcdo que ocorrem na sub superficie (ANDRADE;
AUGUSTO; JARDIM, 2010). Dentre estes, somente a biodegradacéo, facilitada por microrganismos,
destrdi fisicamente os contaminantes de interesse.

A atenuacdo natural ocorre principalmente devido ao processo de adaptacdo natural da microbiota
nativa existente no solo, que passam a utilizar em seu metabolismo o0s compostos orgénicos
poluentes como fonte de carbono, provocando assim a reducdo das concentracfes dessas
substancias ao longo do tempo (Robb; Moyer, 2001).

A atenuacdo natural com monitoramento é vista como uma alternativa para areas contaminadas com
substancias organicas biodegradaveis, nas condi¢cdes naturais do meio (ANDRADE; AUGUSTO;
JARDIM, 2010), uma vez que outras técnicas possuem elevados custos de aplicacdo. Todavia ndo é
aconselhavel sua utilizacdo para areas contaminadas por substancias tdxicas, carcinogénicas,
inflamaveis, patogénicas e corrosivas (Classe 1) devido ao longo periodo necessério para a total
remediacéo da area, colocando em risco a salde e o bem-estar da populacéo.

1.4.3 Extrac&o de vapores no solo (SVE)

A extracdo de vapores no solo (do inglés Soil Vapor Extraction— SVE) baseia--se na aplicagdo de
vacuo em pontos estratégicos do solo, a fim de conduzir o fluxo controlado de ar e, entdo, remover 0s
contaminantes presentes no solo, sobretudo, nas regides da superficie (ANDRADE; AUGUSTO;
JARDIM, 2010).

Segundo Andrade, Augusto e Jardim (2010) a aplicacdo da SVE exige duas condi¢cdes chaves: a
primeira que o solo possua uma fase gasosa, ou seja, s6 € aplicavel na zona ndo saturada do solo,
que se encontra entre a superficie topogréfica e o lencol fredtico (zona saturada); e a segunda
condicdo é que os contaminantes devem ser capazes de mudarem de outras fases para a fase
gasosa sobre a aplicacdo de véacuo, limitando assim essa técnica ao tratamento de compostos
volateis ou semivolateis.

A técnica é muito limitada a camada do solo ndo saturado e possui alta eficiéncia apenas em solos
com alta permeabilidade, o que torna a técnica inadequada para solos que possui em sua
constituicdo altas concentracdes de silte e argila.

1.5 Biorremediacéo

Sabe-se que existe uma dificuldade no tratamento de solos contaminados por éleos lubrificantes ja
que a matéria prima utilizada para a sua fabricacdo, o petroleo, € uma mistura complexa de
hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e nafténico com vinte ou mais atomos de carbono (CRUZ;
MARSAIOLLI, 2012), o que eleva o seu custo de remedia¢do por métodos convencionais.

Por isso, a biorremediacao, uma alternativa biotecnolégica capaz de degradar compostos téxicos, tem
se tornado uma ferramenta atrativa e acessivel para a limpeza de ambientes poluidos (MUTECA,
2012), oferecendo a possibilidade de transformar diversos contaminantes em compostos menos
prejudiciais (CO2, dgua e biomassa), através da atividade bioldgica. Esta técnica vem sendo muito
utilizada devido a seu baixo custo, eficiéncia e por ser uma tecnologia limpa, diferente de outros
tratamentos que utilizam agentes quimicos agressivos, que sao caros e causam danos secundarios
ao ambiente.

No processo de biorremediacdo podem ser utilizados microrganismos autéctones ou aléctones. Os
autoctones sdo aqueles isolados e selecionados a partir de amostras do préprio ambiente a ser
tratado e os aldctones sdo adquiridos em meio de cultura ou outras fontes. A biorremediacao pode
ser realizada por meio de bioestimulacdo, atenuacdo natural ou bioaumentacdo (ANDRADE;
AUGUSTO; JARDIM, 2010).

A bioestimulacéo consiste em uma técnica que visa aumentar a atividade microbiana pela adicdo de
nutrientes e/ou aceptores finais de elétrons (BAPTISTA; CAMMAROTA; FREIRE, 2003); ja atenuagao
natural é a degradacdo do poluente pela agdo de microrganismos presentes no meio (BARROS,
2010). A bioaumentacao, que é o foco deste trabalho, consiste na introdugdo de microrganismos para



degradar os contaminantes, metabolizando-os em outros compostos, dentro de um sistema natural
contaminado (BARROS; LEMOS, 2006).

Segundo Mariano (2006) a bioaumentacdo consiste em um processo que utiliza microrganismos
aléctones, muitas vezes encontrados em produtos biotecnolégicos comercializados. Estes devem ser
aprovados pelo 6érgao ambiental responsavel, sendo feitos varios testes para testar possiveis danos
que podem trazer ao meio ambiente. Porém, esses compostos possuem um alto preco de aquisicéo e
uma baixa eficiéncia de remediacdo, o que néo justifica sua utilizagdo no processo de recuperacédo de
uma éarea.

1.6.1 Fatores que influenciam no desempenho da biorremediacéo

Koning (2002) ressalta a importéncia dos fatores ambientais abidticos, tais como a textura do solo, o
teor de oxigénio, a temperatura, o teor de nutrientes e o pH para o sucesso da biorremediacéo.

A classe do solo é determinada pelas suas caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas. Conforme
pode ser observado na Figura 2, os solos mais comuns no Brasil sdo o Argissolo e o Latossolo. O
Argissolo apresenta acimulo de argila em profundidade e presencga agravante dos altos teores de
aluminio trocavel, que apresenta parte da acidez potencial do solo, além de ser um elemento
fitotéxico em qualquer uma de suas formas i6nicas soluveis (CARVALHO, 2008).

Figura 2: Mapa de solos do Brasil
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Durante o processo de biorremediacdo do solo, os microrganismos utilizam os hidrocarbonetos como
fontes de carbono e energia (doadores de elétrons), jA& os nutrientes do solo sédo utilizados na
atividade microbiana como receptores de elétrons (CRUZ; MARSAIOLI, 2012), o que faz com que o
processo de biorremediacdo dependa da classe do solo e os nutrientes encontrados nessas classes.
De acordo com Andrade, Augusto e Jardim (2010) o processo de biorremediacdo dos solos pode
ocorrer mesmo sem a adi¢do de nutrientes no solo ou qualquer adequacédo natural, o que o torna um
processo barato, sem a necessidade da utilizacdo de ativos e adubos especiais.

De acordo com Betancur-Galvis et al (2006), citado por Andrade, Augusto e Jardim (2010), o
nitrogénio, fésforo e potassio (NPK) sao nutrientes basicos para o desenvolvimento da maioria das
culturas de microrganismos no solo. Para a biorremediacéo, estes elementos sdo utilizados na forma
de nitrato de amonia (NHaNO3) e nitrato de potassio (KNOg).

Segundo Vidali (2011), pH com valores proximos a neutralidade tornam o processo mais eficiente,
uma vez que neste pH, existe uma melhor relacao entre bactérias e fungos, formando uma microbiota
com um melhor potencial para a biorremediacéo.

A faixa de temperatura ideal para microrganismos metabolizarem os contaminantes com eficiéncia
Otima esta entre 25 e 30 °C na qual se encontra a média anual brasileira (TATE, 1995 apud
ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010), demonstrando o privilégio de paises da zona tropical para a
remediacéo de solos através de microrganismo. Segundo a Environmental Protection Agency (EPA)



(1995) os microrganismos tém suas funcdes prejudicadas em temperaturas menores que 10°C e
temperaturas acima de 45°C.

Ha varios parametros ou técnicas que podem ser utilizados para avaliar o processo de
biorremediacdo em ambientes contaminados. Entre os métodos de andlise de degradagdo de
hidrocarbonetos, a cromatografia ocupa um lugar de destaque devido a sua eficiéncia em efetuar a
separacao, a identificacdo e a quantidade de espécies quimicas (COLLA, 2012). Recentemente, a
espectroscopia na regido do infravermelho vem sendo explorada em estudos de biorremediagéo
(LIAO; GENG; HUANG, 2009; WANG et al, 2010 apud COLLA, 2012). Segundo Guarieiro et al.
(2008), trata-se de uma metodologia simples, rapida, de baixo custo e que pode ser utilizada para
guantificar misturas de biodiesel. O parametro HTP (Hidrocarbonetos Totais de Petréleo) tem sido
também aceito pelas agéncias reguladoras ambientais para avaliacdo dos processos de
monitoramento e remediacdo, bem como para critérios de remediacédo de solos impactados por 6leo
diesel (DOUGLAS et al., 1994; HUESEMANN; TRUEX, 1994 apud KOLESNIKOVAS, 2006).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de biorremediagdo (bioaumentacao)
em latossolos contaminados experimentalmente com 6éleos lubrificantes automotivos e verificar a
aplicabilidade desta tecnologia como uma alternativa viavel para a remediagdo deste tipo de solo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e caracterizagéo do latossolo

Foram coletadas trés amostras de Latossolo entre 0 a 20 cm de profundidade. Estas foram
misturadas e homogeneizadas para compor uma amostra Unica representativa da area.

A coleta foi realizada em uma area préxima a UEMG, Unidade Jodo Monlevade, localizada no bairro
Bal, no municipio de Jodo Monlevade, MG, cujas coordenadas medidas com o GPS foram Sul
19°49.153' Norte 43°9.133" (Figura 3). As amostras coletadas foram encaminhadas para o
Laboratorio de Biologia da UEMG, Unidade Jodo Monlevade e para o Laboratorio Campo Andlises,
situado na cidade de Paracatu, Minas Gerais.

Figura 3: Mapa do local de coleta de amostras de latossolo.

Q

Fonte: Google Earth (2017)

2.2 Experimentos

A amostra Unica do latossolo coletada foi separada em trés partes iguais, (cada uma com 3kg). Os
experimentos foram realizados da seguinte maneira:



a) Experimento 1. 3kg de solo + 250mL de dleo lubrificante automotivo + 750 mL agua da
CSAO de posto de combustivel contendo microrganismos;

b) Experimento 2: 3kg de solo + 250mL de 6leo lubrificante automotivo;

c) Experimento 3: 3kg de solo in natura (amostra testemunha)

Os solos dos trés recipientes foram revolvidos a cada dois dias e uma vez por més foram
acrescentados 500mL de agua no intuito de manter a oxigenacéo e a umidade dos solos.

O primeiro dia de experimento foi aguele em que foi realizada a contamina¢éo dos solos dos
Experimentosl e 2. Vale ressaltar que durante a contaminagédo com 6leo lubrificante (experimentos 1
e 2) e durante o acréscimo da agua da CSAO (experimento 1) os solos foram misturados até
completa homogeneizacao. O estudo foi finalizado 75 dias apds o inicio dos experimentos.

2.3 Analises quimicas do latossolo

Da amostra total de latossolo coletada foram retiradas ainda 500g deste solo in natura que foram
encaminhados ao Laboratério Campo na cidade de Paracatu, Minas Gerais para a realizagdo de
andlises guimicas, tais como pH, acidez total (H* e AIF*), K*, CTC (Ca?*, Al** e Mg?*) e P. Além
destas, foram realizadas analises de matéria organica no laboratério de Quimica da UEMG, Unidade
Jodo Monlevade.

Vale ressaltar que o estudo inicial da analise da matéria orgéanica foi realizado na amostra inicial de
latossolo coletada (sem contaminagdo com Oleo lubrificante). Esta analise inicial ndo foi realizada
separadamente para cada experimento, j& que o intuito era conhecer esta caracteristica do latossolo
conforme ele é encontrado no ambiente.

No final do estudo (apds 75 dias) foram pesados separadamente 5009 de latossolo de cada um dos 3
experimentos para a realizagdo das andlises quimicas.

Além dessas analises, amostras de solo do Experimento 1 e 2, contaminados com 6leos lubrificantes,
foram submetidas a analise de HTP no intuito de analisar o processo de biorremediacao.

As andlises quimicas, descritas abaixo, foram executadas segundo metodologia descrita pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) (1997).

2.3.1 Anédlises quimicas

2.3.1.1 Analise do pH do latossolo

Para determinacdo do pH do solo foram realizados ensaios baseados conforme descrito pela
EMBRAPA (1997). Em um béquer com capacidade para 50mL, foram adicionados 10g de solo a
25mL de agua destilada. A mistura foi homogeneizada durante 30 minutos com auxilio de agitador
magnético. Apds o periodo de repouso, para separacgdo das fases, o decantado foi transferido para
um béquer com capacidade para 25mL e o pH foi determinado em potencidmetro, previamente
ajustado com solugBes tampao padronizadas de pH.

2.3.1.2 Andlise da acidez total (H* e AI3*)

Para a determinacdo de acidez total do solo (H* e AIF*) foram pipetados 100mL de solugdo
sobrenadante obtida com acetato de célcio e transferido para o erlenmeyer de 200mL onde foram
adicionadas 5 gotas de fenolftaleina a 3% e titulada com solu¢cdo de 0,0606N de NaOH até o
desenvolvimento da cor résea persistente. Onde foi utilizada a férmula abaixo:

H*+ AlR*cmolcikg) = (a-b)

Onde “a” é o volume em ml de NaOH da amostra e “b” é o volume de NaOH da prova em
branco.

2.3.1.3 Andlise do CTC (Ca?*, Al3* e Mg%")




Para a determinacdo da CTC (Ca?* e Mg?*) foi utilizado o método de KCI N. Foram pesados 7,5g do
solo e colocados e erlenmeyer de 250mL e adicionado 150mL de solucdo KCI que foi fechado com
rolha de borracha e agitado com movimentos circulares, evitando molhar a rolha, varias vezes no dia.
Apés a ultima agitacdo foi desfeito o monticulo que se forma na parte central do erlenmeyer e foi
deixado em repouso por uma noite. Posteriormente, foi pipetado em erlenmeyer de 200mL duas
aliquotas de 50mL da parte sobrenadante da solucdo, para determinar o calcio + magnésio e calcio
trocaveis e aluminio trocavel.

Em uma das aliquotas foram adicionadas trés gotas de indicador azul de bromotimol e titulado com
solugdo NaOH 0,025N até a coloragdo verde-azulada persistente, onde a quantidade de AlS*
(cmolc/Kg) é igual ao volume de NaOH gasto na titulagdo em mL.

Posteriormente, foi adicionada uma gota de agua de bromo para destruir o azul bromotimol e
adicionados 6,5mL de solucdo tampéo pH 10 e 4 gotas de indicador eriochrome black e titulado
imediatamente com solucdo de EDTA 0,0125N, até a viragem de cor vermelho-arroxeada para azul
puro ou esverdeada obtendo conjuntamente Ca2* e Mg?*, onde Ca?* + Mg?* (cmolc/Kg) é igual ao
volume de EDTA gasto na titulagcdo em mL.

No segundo erlenmeyer foram adicionados 2mL de trietanolamina a 50%, 2mL de KOH a 10% e uma
pitada de murexida (£50mg), e titulada com solugcao de EDTA 0,0125N até a viragem da cor rosa para
roxa, o volume de EDTA corresponde ao calcio existente. E a diferenca entre os valores de Ca?" e
(Ca?* + Mg?*) corresponde ao magnésio existente.

2.3.1.4 Analise da concentracao de K*

Para a determinagédo do K* foram pesados 10g de solo e colocado em erlenmeyer de 200mL, onde
foram adicionado 100mL da solucao de acido cloridrico 0,05N, que foi fechado com rolha de borracha
e agitado com movimentos circulares, evitando molhar a rolha, varias vezes no dia. Depois da Ultima
agitacdo foi desfeito o monticulo que se forma na parte central do erlenmeyer e foi deixado em
repouso por uma noite, depois foi filtrado e determinado o K* em aliquotas diluidas conforme os
teores de K* existentes na amostra.

2.3.1.5 Andlise do fésforo (P)

Para a determinacdo de P foi pesado 1g de solo e colocado em erlenmeyer de 500mL onde foram
adicionados 20mL de 4&cido sulfdrico diluido 1:1 e foi fervido durante meia hora, utilizando
condensador de refluxo para evitar evaporagdo. Apés o resfriamento foram adicionados 50mL de
agua e filtrado para baldo aferidor de 250mL lavando o residuo com agua até completar o volume,
depois foi utilizado um filtro para a determinacao de fésforo.

2.3.1.6 Determinacdo do teor da matéria organica (carbono)

Para a determinacgéo de carbono foram utilizados 20g de solo, que foram triturados em gral e passado
em peneira de 80 mesh. Posteriormente, foram pesados 0,5g do solo triturado e colocado em
erlenmeyer de 250mL, onde foram pipetados 10mL de solu¢éo de dicromato de potassio 0,4N.
Foi incluido um branco com 10mL da solugdo de dicromato de potassio e anotado o volume de sulfato
de ferroso amoniacal gasto. No erlenmeyer foram adicionados um tubo de ensaio de 25mm de
diametro e 250mm de altura cheio de agua, agindo com condensador, a solugdo foi aquecida em
placa elétrica até a fervura branda, durante 5 minutos.
Ap6s resfriar foram adicionados 80mL de &gua destilada, medida com proveta, 2mL de acido
ortofosférico e trés gotas de indicador difenilamina, que foi titulada com solugéo de sulfato ferroso
amoniacal 0,1N até que a cor azul desapareca cedendo lugar a verde, onde serd anotado o volume
de sulfato ferroso gasto na titulacéo. Foi utilizado a formula:

C (gikg) = (40 — volume gasto) x f x 0,6

Onde f € 40/ pelo volume de sulfato ferroso gasto na prova em branco.



2.3.2 Andlises microbioldgicas da agua da CSAO e dos latossolos

A seguir serdo apresentadas as analises microbiolégicas realizadas com a agua proveniente da
CSAO do posto de combustivel. Estas analises foram também realizadas nos latossolos dos trés
experimentos.

2.3.2.1 Exame a fresco da dgua da CSAO e dos latossolos

Ap6s homogeneizagdo, uma amostra de aproximadamente 600mL de &gua foi retirada da caixa
separadora de agua e 6leo do posto de combustivel. Logo em seguida, esta amostra foi levada para o
Laboratério de Biologia da UEMG Unidade Jodo Monlevade para a realizacdo do exame a freso. Para
tal, aproximadamente 10 microlitros (uL) da &gua foram retiradas da amostra com auxilio de uma
pipeta. A agua foi colocada sobre uma lamina de vidro e coberta com uma laminula e observada no
microscopio optico (modelo 077085, marca QUMIS), com aumento de 40X. Vale ressaltar que
exames a fresco da agua da caixa separadora de agua e 6leo foram realizados apenas no momento
inicial, ja que o intuito era verificar a presenga ou auséncia de microrganismos.

Para execucéo do exame a fresco dos latossolos dos trés experimentos foi realizada a diluicdo de
uma pequena quantidade do solo com agua deionizada. Apés diluicdo, foi retirado aproximadamente
10uL com uma pipeta, colocado em uma lamina de vidro e coberta com uma laminula e observada no
microscopio 6ptico (modelo 077085, marca QUMIS) com aumento de 40X. Esta andlise foi executada
guinzenalmente para os trés experimentos a fim de analisar a variagdo da quantidade e da
diversidade dos microrganismos.

2.3.2.2 Isolamento de microrganismos da agua da CSAO em meio TSA e contagem das unidades

formadoras de colbnias

Com o auxilio de uma pipeta foi coletado 1mL da amostra da agua da CSAO e posteriormente foi
colocada em um béquer com 9mL de solugéo salina (0,9%-p/v NaCl). A solucao foi agitada durante 5
minutos, a temperatura ambiente, para a homogeneizacao.

Apo6s a homogeneizagdo iniciou-se uma diluicdo seriada até 10-3. Aliquotas de 0,1mL de cada diluicdo
foram adicionadas separadamente em placas de Petri contendo meio rico TSA (Tripticase Soy Agar,
marca Merck). Estas foram incubadas a temperatura de 30°C e apés 5 dias foi feita a observacéo da
diversidade de microrganismos presentes na agua e posterior contagem das colénias para o calculo
do indice das Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro de agua (UFC/mL).

Para o calculo de UFC/g de solo, placas com menos de 30 col6nias e com mais de 300 col6nias
foram descartados. Estes cdlculos de UFC foram importantes para quantificar o nimero de
microrganismos que foram adicionados ao latossolo do Experimento 1 no inicio do estudo.

2.3.2.3 Isolamento de microrganismos dos latossolos em meio TSA e contagem das unidades

formadoras de colbénias

Assim como o0 exame a fresco, o isolamento dos microrganismos dos latossolos dos trés
experimentos foi realizado de 15 em 15 dias apés o inicio dos experimentos.

Para tal, um total de 1g do solo, de cada experimento, foi colocado em um béquer separadamente e
diluidos em 9mL de solugdo salina (0,9%-p/v NaCl). Estes béqueres foram agitados durante 5
minutos, a temperatura ambiente para a homogeneizacéo da suspenséo do solo.

Cada suspensao obtida foi entdo submetida a uma diluicdo seriada até 10 e aliquotas de 0,1mL
dessas diluicdes foram colocadas em placas de Petri contendo meio rico TSA (Tripticase Soy Agar,
marca Merck). Estas foram incubadas a temperatura de 30°C e apés 5 dias foi feita a observacao da
diversidade de microrganismos presentes nos latossolos dos experimentos e posterior contagem das
coldnias para o célculo do indice UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) por grama de solo.

Para o calculo de UFC/g de solo, placas com menos de 30 colénias e com mais de 300 col6nias
foram descartados. Desta forma, foi estipulado que, nos experimentos seguintes, seriam realizadas
plagueamento apenas das diluicées de 101 a 103,
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2.3.2.4 Anélise morfolégica das colbnias crescidas em meio TSA

Coldnias individuais da agua da CSAO e dos latossolos crescidas em placas de Petri contendo meio
de cultura TSA foram identificadas através de técnicas classicas de microbiologia. Para a
identificacdo através da observacdo de parametros classicos, foram analisadas caracteristicas
morfolégicas, usando os esquemas taxonémicos do “Manual Bergey de Bacteriologia Sistematica”
(Holt et al., 1994).

Para tal, foram confeccionadas laminas utilizando fragmentos das colbnias crescidas para a
observacgédo dos caracteres morfologicos basicos, como motilidade, forma e arranjo colonial utilizando
microscopio optico (modelo 077085, da marca QUMIS).

2.3.3 Andlise do processo de biorremediacéo

O processo de biorremediacao foi avaliado pela anélise da biodegradagdo do HTP de acordo com a
Norma ISSO/DIS 16703. Desta forma, a quantidade inicial de HTP existente nos latossolos dos
Experimentos 1 e 2 foram comparados com a quantidade detectada no final do estudo (75 dias apés
a contaminagao).

Para tal, 500g de latossolo do Experimento 1 e 2 foram encaminhadas ao Laboratério Campo
Analises, em Paracatu, Minas Gerais, para anélise de HTP.

Andlises fisicas, quimicas e microbiolégicas realizadas em latossolos dos trés experimentos (citados
no item 4.3) foram também muito importantes para fornecer informacdes sobre o processo de
biorremediacéo.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo apresentados e discutidos os resultados de todas as etapas realizadas no presente
estudo.

3.1 Analises quimicas

3.1.1 Analise do pH do latossolo

O pH inicial do latossolo foi de 4,8 para o Experimento 1; 4,6 para o Experimento 2 e 4,8 para o
Experimento 3. Desta forma, os trés experimentos apresentaram valores bem semelhantes de pH, a
adicdo de 6leo ndo afetou significativamente o pH no inicio (Tabela 1).

Nas andlises realizadas no final do estudo (75 dias apés o inicio dos experimentos) foi observado que
0 pH nos Experimentos 1 e 2 aumentou para 5,1 e no Experimento 3 diminuiu para 4,3 (Tabela 1).
Pode-se entdo dizer que o pH dos experimentos pouco alterou ao longo do estudo, permanecendo
acido.

Sabe-se que os microrganismos possuem sensibilidade a variagdo do pH (CARDOSO; TSAI; NEVES,
1992). Desta forma, mudancas no pH podem causar altera¢des nas comunidades microbianas, uma
vez que cada espécie possui um pH 6timo especifico. O pH do solo afeta diretamente a atividade dos
microrganismos através dos efeitos dos ions H* na permeabilidade celular e na permeabilidade
enzimatica. Além disso, o pH influéncia, indiretamente, a disponibilidade de macro e micronutrientes e
também na solubilidade de metais pesados no solo (JAQUES et al., 2007), demonstrando assim a
importancia de se trabalhar com valores ideais de pH durante o processo da remediagao.

O pH otimo para a acdo de muitos microrganismos € usualmente préximo da neutralidade
(CORSEUIL; ALVAREZ, 1996). Jacques et al. (2010) demonstraram que as maiores degradacdes de
hidrocarbonetos no solo ocorreram nos pH 6,5 e 7,0, demonstrando assim que, quanto mais préximo
da neutralidade o pH do solo estiver, melhor seréa a atividade microbiana do solo, melhorando assim a
eficiéncia da biorremediacéo.

3.1.2 Anadlise da acidez total (H* e Al®*)
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Andlises de acidez total (H* e AI**) no inicio do estudo demonstraram que o solo do Experimento 1
apresentou valor de 6,6cmolc/dm3, e os Experimentos 2 e 3 apresentaram valores igual a
6,8cmolc/dm? (Tabela 1). Desta forma, os trés experimentos apresentaram valores bem semelhantes
de acidez total (H* e AIRY).

Andlises realizadas no final do estudo (75 dias apés o inicio dos experimentos), demonstraram que o
valor da acidez total diminuiu para 4,4cmolc/dm? no Experimento 1; 4,0cmolc/dm?3 para o Experimento
2 e 6,2cmolc/dm? para o Experimento 3 (Tabela 1).

Embora a acidez total (H* e AI**) do experimento 3 sofrer pouca alteragdo, os Experimentos 1 e 2
tiveram uma diminuicao maior da acidez total (H* e AI®) que o Experimento 3. Assim, pode-se concluir
gue a contaminacdo com o Oleo dos solos do experimento 1 e 2 os tornou menos &acidos,
corroborando com os resultados obtidos na analise do pH demonstrado no item anterior.

Esta diminuicdo de acidez verificado ao longo do estudo nos experimentos pode ter refletido
diretamente na biorremediacao dos solos contaminados (Experimento 1 e 2), uma vez que a variacao
da acidez pode interferir nas popula¢cdes de microrganismos presente nestes solos.

3.1.3 Andlise do CTC (CaZ+ Al3* e Mg?*)

As andlises iniciais demonstraram valores bem préximos nos trés experimentos, jA& que o solo do
Experimento 1 apresentou valor 8,5cmolc/dm3; o Experimento 2 apresentou 8,6cmolc/dm3® e o
Experimento 3 apresentou 8,3cmolc/dm3 (Tabela 1).

Andlises realizadas no final do estudo (75 dias apés o inicio dos experimentos) apresentaram o valor
de 6,4cmolc/dm3 para o Experimento 1; 6,2cmolc/dm?® para o Experimento 2 e 12,1cmolc/dm3 no
Experimento 3 (Tabela 1).

Sendo assim, durante os 75 dias do estudo foi observado um aumento da concentragdo de CTC no
Experimento 3 e uma diminuicdo nos Experimentos 1 e 2. Essa diminuicdo pode ter acontecido
devido a contaminagdo com o Oleo lubrificante, que pode ter reduzido o potencial de troca catidnica
do solo. Com a diminuicdo da CTC ocorre a reducdo da disponibilidade de Ca?* e Mg3* para os
microrganismos, uma vez que esses nutrientes ficam retidos nas particulas de argila presentes no
solo, o que pode afetar, negativamente, o processo de biorremediacdo, uma vez que esses
macronutirentes s&o utilizados pelos microrganismos para sintetizar componentes celulares
(MARIANO, 2006). Outro fator que pode ter levado a reducdo da CTC é o crescente nimero de
microrganismos nestes solos com 6éleo lubrificante que possui grande oferta de nutrientes. Assim,
estes seres, consumidores de Ca?*, Al** e Mg?* poderiam contribuir também com a reducédo do CTC
total do solo. Sabe-se que bactérias utilizam o calcio para estabilizar a parede celular e 0 magnésio
para estabilizar os ribossomos (MARIANO, 2006), em contrapartida o aluminio poder ser toxico para
0s microrganismos presente no solo (CALDWELL, 2000), o que pode influenciar negativamente na
variedade da populacdo de microrganismos presentes no solo.

3.1.4 Andlise da concentracéo de K* (potassio)

Andlises da concentracdo de K* no inicio do estudo demonstraram que os solos dos Experimentos 1
e 3 apresentaram valores iguais a 39,5mg/dm3. Ja o Experimento 2 apresentou 44,1mg/dm3 de
concentracdo de K*. Desta forma, os trés experimentos apresentaram valores iniciais bem
semelhantes da concentracdo de K*.

Analises realizadas no final do estudo (75 dias apos o inicio dos experimentos), demonstraram que
houve aumento da concentracdo de K* nos Experimentos 2 e 3 (Tabela 1). Entretanto, o solo do
Experimento 3 apresentou maior aumento na concentracdo de K* quando comparado aos solos
contaminados (Experimentos 1 e 2).

As andlises do CTC (Ca?*, Al** e Mg?*) descritas no item anterior, demonstraram uma diminuicao da
concentracdo destes elementos nos solos contaminados (Experimentos 1 e 2). Essa situacéo
favorece a liberagcdo de potéassio pelo solo. Porém, por se tratar de um sistema fechado, ele fica
acumulado no solo, explicando o aumento de K* nestes dois experimentos, sendo que no
Experimento 2 este acumulo foi mais evidente (Tabela 1). Por outro lado, pode-se observar que o
solo do experimento 3 apresentou aumento do CTC (Ca?*, AIR* e Mg?*), o que favorece a adsorcdo do
potassio ao solo, contribuindo com o seu acumulo no solo com o passar do tempo (Tabela 1). Esta
adsorcdo do potassio no solo pode dificultar a utilizagcdo deste elemento quimico pelos
microrganismos presentes neste experimento. Vale ressaltar, que o solo deste experimento ndo foi
contaminado com 6leo lubrificante, e assim apresentou menor quantidade de microrganismos, que
ndo contribuiram de maneira significativa, na utilizacdo do potassio e sua consequente diminuicao.
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Segundo Andrade, Augusto e Jardim (2010) o potassio normalmente é utilizado pelos microrganismos
na forma de di-hidrogénio fosfato de potassio (KH2PO4) e nitrato de potassio (KNO), influenciando
assim diretamente na biorremediacdo do sitio contaminado. Castro et al. (2005), demonstraram que
solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo e no qual foi adicionado nitrato de potassio em
quantidades adequadas, obtiveram uma eficiéncia na reducéo de HTP de 91,68% durante o processo
de biorremediacéo in-situ, enquanto o tratamento controle obteve uma eficiéncia de apenas 38,07%
de reducéo.

3.1.5 Analise da concentracéo de fésforo (P)

Andlises da concentracéo do P no inicio do estudo detectaram valor de 11,8mg/dm?3 no Experimento
1; 12,1mg/dm?3 no Experimento 2 e 3,8mg/dm3 no Experimento 3 (Tabela 1). Desta forma, pode-se
observar que os solos contaminados com 6leo apresentaram maiores concentracées de P, o que
pode ser explicado pela adicdo de o6leo lubrificante ao solo, uma vez esses compostos possuem
aditivos com presenca de fosforo e enxofre para melhorar sua eficiéncia, e adicionar caracteristicas
aos oleos.

Andlises realizadas no final do estudo (75 dias apés o inicio dos experimentos) demonstraram valor
igual a 2,8mg/dm3 no Experimento 1; 2,4mg/dm3 no Experimento 2 e 2,1mg/dm3 no Experimento 3
(Tabela 1). Sendo assim, durante os 75 dias apés o inicio do estudo, foi detectada uma diminuicdo da
concentracdo de P nos 3 experimentos. Foi observado uma reducéo de 76,27% na concentracdo de
fésforo no Experimento 1 e 86,16% no Experimento 2, enquanto que o Experimento 3 apresentou
uma reducdo de 44,73%. Estes resultados mostram uma maior reducdo de P nos solos dos
experimentos 1 e 2, o que pode estar associado ao maior nimero de microrganismos neles
existentes. Estes seres vivos utilizam componentes do 6leo lubrificante como fonte de nutriente,
inclusive os compostos que possuem fésforo, favorecendo assim a sua reproducéo.

Sabe-se que o fosforo é necessario para a producdo de ATP (adenosina trifosfato) pelos
microrganismos durante o seu metabolismo, além de fazer parte da constituicdo de moléculas, como
os acidos nucléicos, fosfolipidios e acidos tecoicos (FRANKENBERGER, 1992; SPINELLI, 2008).
Sendo assim, 0s microrganismos requerem fosforo para o incremento de biomassa.

Estudos demonstraram que a deficiéncia de nutrientes no solo limita a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos presentes nos derivados do petréleo. Sendo assim, efeitos benéficos da fertilizacdo
do solo com nutrientes, como o fosforo tém sido demonstrados (PRITCHARD; COSTA, 1991). Os
microrganismos necessitam de carbono, nitrogénio e fésforo para a formagdo de sua biomassa,
sendo necessaria a existéncia desses nutrientes no solo em condic¢des favoraveis.

3.1.5 Analise do teor da matéria orgéanica (C)

Analises do teor de matéria organica no inicio do estudo detectaram concentracdo de 12% na
amostra in natura do latossolo (Tabela 1).

Andlises realizadas no final do estudo (75 dias apds o inicio dos experimentos) demonstraram valor
igual a 7,5% nos Experimentos 1 e 2, e 10% no Experimento 3 (Tabela 1). Desta forma, o teor de
matéria organica diminuiu em todos os experimentos, sugerindo que ela foi utilizada no metabolismo
dos microrganismos presentes no latossolo. Uma maior diminuicdo da matéria organica foi observada
nos Experimentos 1 e 2, o que pode ser explicado pelo aumento de microrganismos adicionados
juntamente com a agua da CSAO (no Experimento 1) e pelo aumento de microrganismos estimulado
pelo acréscimo de dleo lubrificante (adicionado em ambos o0s experimentos).

Segundo Andrade, Augusto e Jardim (2010), cerca de 50% da matéria organica sdo incorporadas a
biomassa dos microrganismos presentes no solo e os outros 50% séo transformados em dioxido de
carbono (CO2). Isso pode ter contribuido para a reducdo de 37,5% do teor de matéria organica
observada nos Experimentos 1 e 2; e de 16,6%no Experimento 3.

Sendo assim, a matéria organica serve como uma fonte carbono e energia para os microrganismos
do solo, o que contribui para a biorremediacao de solos contaminados. Além disso, sabe-se que o
baixo teor de matéria organica reduz a capacidade de agregacdo de particulas e adsorcdo de
nutrientes, tornando o solo muito suscetivel a eroséo e a perda de nutrientes por lixiviagdo, como
mostram estudos de Reatto e Martins. (2005).

Tabela 1: Resultados dos Parametros Fisico-Quimicos
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o Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Indentificacao da Amostras
Resultados Resultados Resultados
Pardametros Unidade Inicio 75 dias Inicio 75 dias Inicio 75 dias
pH em dgua 4.8 i 4.6 31 4.8 4.3
Acidez Total cmolc/dm? 6,6 4.4 6,8 4 6,8 6,2
K mg/dm? 39,5 39,6 44,1 52,4 39,5 89,5
CTC Total cmolc/dm? 8,5 &,4 8,6 6,2 8,3 12,1
P mg/dm? 11,8 2,8 12,1 2,4 3,8 2,1
Materia Organica © ! 12 7.5 12 7.5 12 10

Fonte: Autoria Prépria
Legenda: pH: Potencial Hidrogenidnico; K: Potassio; CTC: Capacidade de Troca Catibnica; P:

Fésforo.

3.2 Analises microbiolégicas da 4gua da CSAO e dos latossolos

Conforme comentado anteriormente, amostras da 4gua da CSAO foram submetidas, no inicio do
estudo, as analises microbiologicas, como o exame a fresco, crescimento em meio de cultura TSA,
contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/grama de solo) e coloragédo de Gram.

Além das analises quimicas, os solos dos Experimentos 1, 2 e 3 foram também submetidos as
mesmas analises microbiolégicas citadas acima.

3.2.1 Exame a fresco da agua da CSAO e dos latossolos

O exame a fresco da agua da CSAO permitiu visualizar vérios tipos de microrganismos. Foi
observada uma predominancia de bactérias espiraladas. Além destes microrganismos foram também
detectadas bactérias em formatos de cocos e protozoarios. Diante destes resultados, foi entdo
proposto o estudo de biorremediacéo de latossolos utilizando estes microrganismos presentes na
CSAO, uma vez que eles estdo adaptados neste ambiente repleto de 6leos lubrificantes.

Andlises de exame a fresco dos latossolos, realizadas ao longo dos 75 dias do estudo nos 3
experimentos, detectaram a presenca de microrganismos, sendo a maioria bactérias em formato de
cocos. Além disso, foi possivel identificar também em todos os solos, protozodrios e fungos que
podem estar também associados ao processo de biorremediacdo destes solos. Apesar da maioria
dos trabalhos desenvolvidos em processos de biorremediacdo avaliarem apenas bactérias, estudos
das Ultimas décadas vém demonstrando que os fungos sédo também capazes de degradar varios
poluentes orgénicos (SINGLETON, 2001). Lima, Oliveira e Cruz (2011), comprovaram uma maior
eficiéncia dos fungos em degradar as fracdes de saturados e aromaticos em relacdo a bactérias.

3.2.2 Isolamento de microrganismos da agua da CSAO em meio TSA e contagem das unidades

formadoras de colbnias

No intuito de isolar os microrganismos observados no exame a fresco foi utilizado o meio de cultura
TSA. Foi possivel observar o crescimento de bactérias nas trés diluicdes avaliadas (101, 102 e 109),
sendo identificadas colbnias de bactérias brancas e marrons.

A contagem de colbnias permitiu verificar a presenca de 3x10% UFC/mL de agua, ou seja, para cada
mL de 4gua da CSAO existiam 3 milhdes de unidades formadoras de col6nias.

Sendo assim, considerando que foi adicionado 750mL da agua da CSAO ao solo do Experimento 1,
pode-se entdo dizer que a quantidade de UFC adicionada foi de 2,25x109°, ou seja, foram adicionadas
neste latossolo 2 bilh6es e 250 milhdes de Unidades Formadoras de Colbnias.

Vale ressaltar que o objetivo de acrescentar estes microrganismos existentes na agua da CSAO ao
latossolo do Experimento 1 foi observar se a remediagdo deste solo contaminado com o6leo iria ser
mais eficiente em relagdo ao solo que recebeu apenas 6leo lubrificante (Experimento 2) e ao solo in
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natura (sem contaminacdo). Desta forma, seria entdo avaliado o comportamento em conjunto dos
microrganismos ja existentes no solo com os existentes na agua da CSAO.

3.2.3 Isolamento dos microrganismos dos latossolos em meio TSA e contagem das unidades
formadoras de colbnias

Ao longo dos 75 dias do estudo foram realizadas quinzenalmente trés diluicées (101, 102 e 10-3) das
amostras de solo dos experimentos 1, 2 e 3. Assim, foi possivel fazer, o levantamento da quantidade
de UFC no solo de cada experimento (Grafico 1). Vale ressaltar que todas as diluicdes foram sempre
realizadas no mesmo momento e nas mesmas condicdes.

Foi possivel observar o crescimento de bactérias e fungos nos solos de todos os experimentos, nas
trés diluicbes avaliadas. A Figura 4 ilustra coldnias de bactérias crescidas em meio de cultura TSA em
diferentes momentos do estudo. Foram identificadas diferentes colora¢gfes de col6nias crescidas nas
placas, sendo elas, brancas, amarelas e marrons, demonstrando uma diversidade de microrganismos
nos latossolos, sendo predominantes as coldnias brancas.

Figura 4: Microrganismos crescidos em meio de cultura TSA (Tryptone Soya Agar)

Fonte: Autoria Prépria
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Microrganismos isolados de latossolos - 4A: Col6nias do Experimento 1 (Solo + éleo lubrificante +
agua caixa separadora de agua e 6leo); 4B: Colénias Experimento 2 (Solo + 6leo lubrificante); 4C:

Coldnias Experimento 3 (Solo in natura)

ApOs a observacao da diversidade das colénias de microrganismos crescidas nas placas de Petri foi
realizado o calculo para definicdo do nimero de unidades formadoras de col6nias por grama do solo
(UFC/g) para cada experimento. Os resultados desta analise estdo demonstrados no Grafico 1.

Gréafico 1: Unidades Formadoras de Col6nias nos latossolos
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Fonte: Autoria Prépria

A avaliac@o microbioldgica realizada no inicio do estudo foi feita na amostra in natura do latossolo, ou
seja, antes dele ter sido separado em 3 experimentos. O intuito era realizar a caracterizagédo
microbiolégica do solo sem a contaminagdo com o 6leo lubrificante, conforme ele é encontrado no
meio ambiente. Desta forma, o valor inicial de UFC observado neste solo foi de 4.500.000 UFC/grama
(Gréfico 1).

Posteriormente foram realizadas, no mesmo dia e nas mesmas condic¢des, avalia¢gbes quinzenais nos
trés experimentos. Assim, ao longo dos 75 dias de duragdo do estudo, foram realizadas andlises no
1° (ponto 0), 15°, 30°, 45°, 60° e 75° dia (Grafico 1).

Analisando o Experimento 3 (solo in natura) pode-se observar que a quantidade de UFC oscilou ao
longo do estudo, sendo que na ultima avaliagdo foi encontrada uma quantidade muito baixa de
microrganismos. Esse experimento apresentou menor quantidade de microrganismos na maior parte
do periodo avaliado quando comparado aos outros experimentos. A reproducdo dos microrganismos
pdde ter sido limitada pela menor disponibilidade de nutrientes, ja que neste solo nao foi adicionado o
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Oleo lubrificante. A menor quantidade de microrganismos refletiu na maior concentracdo de matéria
organica ndao metabolizada identificada no final do estudo para este solo (Tabela 1).

Por outro lado, o nimero de UFC no Experimento 2 (solo + 6leo lubrificante) manteve-se em grande
quantidade na maioria das avaliacdes, sendo que na avaliacdo de 15 e 60 dias apresentou maior
valor em relacdo aos outros experimentos. O crescente nimero de UFC observado neste
experimento pode ter sido estimulado pela oferta de nutrientes ao meio, proporcionada pelo 6leo
lubrificante automotivo acrescentado ao solo. O aumento da populacdo de microrganismos contribuiu
na diminuicdo de nutrientes do solo, como a matéria organica, CTC e do fésforo na Ultima avaliagédo
(Tabela 1).

O fosforo € muito utilizado no processo de bioestimulagdo, uma vez que favorece o crescimento
microbiano (LIEBEG; CUTRIGHT, 1999). Isso foi possivel de ser observado, uma vez que a maior
quantidade de microrganismos observada no Experimento 2 resultou em uma maior reducdo na
concentracao de fésforo quando comparado ao Experimento 1 (Grafico 1). Vale ressaltar que a maior
quantidade de fésforo observada no inicio do estudo nos Experimentos 1 e 2 foi devido ao acréscimo
de 6leo lubrificante nestes solos que possuem em sua composicao este elemento quimico.

A diminuicdo de UFC na avaliagdo de 75 dias no Experimento 2 pode ser explicado pela escassez de
alimento, j& que os microrganismos realizam a decomposicdo dos compostos oleosos, utilizando
estes como fontes de nutrientes, carbono e geracédo de energia para seu crescimento e sobrevivéncia
(GUSMAO; RAQUEL; LEONIE, 2009; BANAT 1994). Isto foi comprovado pela diminuicdo da matéria
orgéanica observada neste solo ao longo do estudo e que pode ter sido entdo um fator limitante para a
reproducdo dos microrganismos no final do estudo (Tabela 1). Trabalhos tém demonstrado que o
aumento da populacédo bacteriana presente no solo contribuiu com a degradacdo de éleo diesel e
outros hidrocarbonetos pelos microrganismos que consumiam o 6leo como fonte de carbono para
sobreviver (KATAOKA, 2001; BENTO et al., 2003).

O Experimento 1 (que continha 6leo lubrificante e também agua da CSAOQO) apresentou, na maior
parte do estudo, uma menor quantidade de microrganismos quando comparado ao Experimento 2.
Esta menor quantidade de microrganismos pode ter sido resultado da competicdo entre os
microrganismos ja existentes no solo com os existentes na agua da CSAO. Além disso, assim como
observado no experimento 1, no experimento 2 foi observado uma nitida metabolizacdo da matéria
organica, CTC e fdsforo pelos microrganismos (Tabela 1), demonstrando que o 6éleo lubrificante
acrescentado nestes solos serviu como fonte de nutrientes e estimulo para crescimento microbiano.
Na avaliacdo de 75 dias, houve um aumento subito da populagdo de microrganismos no experimento
1, sugerindo que o periodo critico de competicdo entre eles foi ultrapassado. Assim, neste periodo,
pode ter ocorrido uma predominéncia de algumas populacdes de microrganismos em relacdo a
outras, modificando desta forma, o perfil inicial da variedade e da quantidade de microrganismos
presentes neste solo.

3.2.4 Analise morfoldgica

Andlises microscoépicas dos fragmentos das coldnias diluidas em salina (0,9%-p/v NaCl) permitiram
visualizar a morfologia das bactérias presentes no latossolo dos experimentos. No Experimento 3
(solo in natura) foi observado bactérias no formato de cocos e estreptococos. J4 no Experimento 1
(solo + agua da caixa separadora + 6leo) e no Experimento2 (solo + dleo) foram encontras bactérias
com o formato de cocos, bacilos e diplococos.

Quadro 1: Descricdo morfologica e arranjo de colénias de bactérias crescidas em meio TSA.

Experimento 1 . .
. . . , Experimento 2 Experimento 3
Parametros Analisados | Solo + Oleo + Agua da -
. solo + Oleo solo In Natura
Caixa separadora
Bacilos Bacilos
. Cocos
Morfologia Cocos Cocos
Estrepcocos B B
Diplococos Diplococos

Fonte: Autoria Prépria

3.3 Eficiéncia dos microrganismos no processo de remediacdo dos latossolos contaminados
com oOleos lubrificantes

Para avaliacdo da eficiéncia da biorremediacéo foi realizado o teste de HTP (Hidrocarbonetos Totais
de Petréleo) que informa a quantidade de cada cadeia carbdnica encontrada em uma amostra do
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solo. Como nao foi acrescentado 6leo lubrificante ao solo do Experimento 3 esta analise nao foi
realizada para este experimento.

Conforme pode ser observado na Tabela 2, no momento inicial foram encontrados no Experimento 1,
tetradecane (11,95mg/Kg) e hexadecane (23,07 mg/Kg) e desta forma, um total de 35,02mg/Kg de
hidrocarbonetos foram detectados neste solo. Ja no Experimento2 foi encontrado, decane
(1,58mg/Kg) e tetradecane (65,08mg/Kg) e desta forma, um total de 66,66mg/Kg de hidrocarbonetos
foram detectados neste solo.

Ap6s o periodo de 75 dias foi feito novamente a andlise de HTP (Tabela 2) e foram encontrados no
Experimento 1, hexadecane (0,64mg/Kg) em menor quantidade em relagéo ao inicio, o que ja era
esperado devido a adicdo de microrganismos da caixa separadora de agua e 6leo, além dos ja
existentes no solo que contribuem com a autodepuracdo do solo. Além disso, foi identificado no
Experimento 1, octadecane (3,09mg/Kg) que néo tinha sido identificado no inicio, o que pode ocorrer
pelo préprio processo de bhiorremediacdo e/ou autodepuracdo, uma vez que cadeias carblnicas
metabolizadas pelos microrganismos podem ser transformadas em outras cadeias que podem reagir
entre si formando cadeias maiores. Outra explicacdo para este resultado observado pode ser que
amostra de solo coletada para andlise inicial ndo possuia esta cadeia carbénica, ao contrario da outra
amostra coletada no final do estudo. Nao foram encontrados tetradecane no final do estudo que
provavelmente foi metabolizado pelos microrganismos presentes no solo.

J& no Experimento 2, ap6s os 75 dias, foi observado hexadecane (0,94 mg/Kg) e octadecane
(3,82mg/Kg) que ndo haviam sido identificados no inicio do estudo. Decane e tetradecane n&do foram
mais observados, porém ainda existem cadeias carbdnicas, demonstrado que essas cadeias sao
produtos que surgiram a partir da degradagdo microbiol6gica ou quimica das cadeias de decane e
tetradecane.

Oliveira e Alves (2013) demonstraram que algumas cadeias de hidrocarbonetos sdo mais suscetiveis
a degradacdo que outras e desta forma, a quantidade de hidrocarboneto e os tipos de cadeias que
compdem esse contaminante interferem diretamente na eficiéncia da biorremediac¢éo (Quadro 2).

Quadro 2: Estrutura quimica e biodegradabilidade.

. . . Derivados nos quais os constituintes
Biodegradabilidade Exemplo de Constituintes .
530 usualmente encontrados
Mais degradavel n-butano, n-pentano, n-octano Gasolina
Nonano Oleo diesel
Metilbutano, dimetilpentenos, metiloctanos Gasolina
Benzeno, tolueno, etilbenzeno, xilenos Gasolina
Propilbenzenos Oleo diesel, guerosene
Decanos Oleo diesel
Dodecanos CQuerosene
Tridecanos Oleos combustiveis para aquecimento
Tetradecanos Oleos lubricentes
Naftalenos Oleo diesel
Fluorantenos Querosene
Pirenos Oleos combustiveis para aquecimento
Marps degradavel Acenaftenos Oleos lubricentes

Fonte: U.S Environmental Protection Agency (1995), citado por Oliveira e Alves (2013).

Considerando todos estes hidrocarbonetos juntos (Tabela 2), pode-se observar que o Experimento 1
(6leo + agua da caixa separadora de éagua e Oleo) apresentou menor concentracdo de
hidrocarbonetos (35,02mg/Kg) no inicio do estudo em relacdo ao Experimento 2 (6leo), que
apresentou 66,66 mg/Kg. Apesar de homogeneizar bem o 6leo lubrificante antes de adiciona-lo aos
solos, houve esta diferenca da concentracdo de 6leo em ambos no inicio do estudo. Além disso,
estes resultados podem ser explicados pela amostra do solo que foi submetida a analise de HTP, ou
seja, mesmo homogeneizando bem o0s solos antes de pegar a amostra, pode ser que a amostra de
solo do Experimento 2 apresentava mais 6leo que o Experimento 1.
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Tabela 2: Quantidade de hidrocarbonetos presentes nos latossolos no inicio e no final do

estudo.
Estutura Quimica Unidade F_x‘p.enmen.to - Ex'p.enmen.to 5
Inicio | Final | Inicio | Final
Decane (C10) mg/Kg 0 0 1,58 0
Tetradecane (C14) mg/Kg | 11,95 0 65,08 0
Hexadecane (C16) mg/Kg | 23,07 | 0,64 0 0,94
Octadecane (C18) mg/Kg 0 3,09 0 3,82
Total de Hidrocarbonetos| mg/Kg | 35,02 3,73 66,66 | 4,76
Eficiéncia % 89,34 92,85

Fonte: Autoria Propria

Apé6s 75 dias de estudo, observou-se que no Experimento 1, houve uma reducdo de 89,34% da
quantidade de hidrocarbonetos (35,02 para 3,73) e no Experimento 2 houve uma reducéo de 92,85%
(66,66 para 4,76), conforme observado na Tabela 2. Sendo assim, o presente estudo observou
resultados similares em ambos o0s experimentos, demonstrando uma alta eficiéncia da
biorremediacéo do latossolo (Tabela 2). Mariano (2006), estudando a biorremediacdo em latossolos
observou 57,8% de eficiéncia de remoc¢é&o de hidrocarbonetos.

Outro estudo, utilizando também a biocaumentacdo em latossolos contaminados com Oleos
lubrificantes, detectou eficiéncia de 41,65% no experimento que possuia 50 mL de 6leo lubrificante +
500g de solo+ microrganismos isolados de uma industria de laticinios (Deon et al. 2012). Vale
ressaltar que o experimento deste autor utilizou 50mL de contaminante em 5009 de solo, e o periodo
de avaliacdo foi de 21 dias. O presente experimento utilizou 250mL de contaminante em 3000g de
solo, e o periodo de avaliacdo foi de 75 dias. Assim, a proporcdo de contaminante/solo foi similar em
ambos os estudos, porém, pode-se dizer que o tempo do estudo influencia na eficdcia da
biorremediacdo, j& que o presente estudo detectou uma eficacia maior na biorremediacdo. Desta
forma, conclui-se ainda que se os dias de avaliagdo do presente estudo fosse superior a 75 dias, a
chance de aumentar a eficiéncia da biorremediacdo seria grande, ainda mais que foi observado um
aumento subito de microrganismos no Experimento 1 (que recebeu agua da CSAO e oleo
lubrificante), conforme observado no Grafico 1.

Ao analisar a reducao de hidrocarbonetos ao longo dos 75 dias do estudo, foi possivel concluir que o
uso dos microrganismos da CSAO no solo do Experimento 1 (solo, 6leo e agua da CSAQO) contribuiu
para a reducdo de hidrocarbonetos do solo. Entretanto, essa diminui¢do foi praticamente a mesma
observada no solo do Experimento 2 (solo e 6leo), remediada apenas com 0s microrganismos do solo
(atenuacdo natural).

Porém, o Experimento 1 possuia uma quantidade maior de hexadecane (cadeia com 16 carbonos) no
inicio do estudo, o que nao foi observado no Experimento 2. E conforme demonstrado no quadro 2,
quanto maior a cadeia carbdnica do composto quimico presente no 6leo lubrificante, mais dificil de
ser biodegradada, diminuindo assim a eficiéncia da biorremediacdo. Entretanto, isso nao foi
observado, pois de alguma maneira, 0s microrganismos presentes na agua da CSAO favoreceram a
metabolizacdo desta cadeia carbdnica, garantido uma elevada eficiéncia do processo de
biorremediacéo.

A reducdo de hidrocarbonetos presentes no 6leo lubrificante foi favorecida pela grande populagdo de
microrganismos presentes no solo do Experimento 1 e 2 (Gréafico 1) que permitiram uma elevada
eficiéncia da biorremediacdo em ambos os solos. Conforme comentado anteriormente, houve
competicdo entre os microrganismos da CSAO e o0s encontrados naturalmente no solo no
Experimento 1, o que pode ter refletido na menor quantidade de UFC observada ao longo do estudo
neste experimento em relagdo ao Experimento 2. Sendo assim, mesmo acrescentando
microrganismos da agua da CSAO a eficiéncia da remediacdo n&o foi maior em relagdo ao
experimento 2 que possuia apenas microrganismos indigenas presentes naturalmente no solo.

Deve ser levado em consideracdo que os microrganismos da CSAO aumentaram a eficiéncia da
remediacédo do solo do Experimento 1, pois apesar da menor quantidade microrganismos presentes
neste solo, a eficiéncia foi praticamente a mesma da observada no Experimento 2 que apresentou
maior quantidade de UFC na maior parte do estudo.

Ao final do periodo do estudo (75 dias) foi possivel observar um pico na quantidade de
microrganismos no Experimento 1, o que demonstra que se o periodo de estudo fosse maior,
possivelmente a eficiéncia da biorremediacdo detectada no Experimento 1 seria maior.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

A contaminacado de solos por 6leos lubrificantes trazem grandes danos ao solo, aumentando a sua
acidez, causando desequilibrio a sua biota e mudancas de suas propriedades fisico-quimicas, o que
pode torna-lo um solo infértil. Além disso, pode propiciar a contaminacao do lencol freético.

As técnicas de remediacao convencionais geram danos secundarios aos solos contaminados e por
isso a biorremediacao se torna uma pratica interessante, uma vez que possui baixo custo e ndo gera
prejuizos ao meio. O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos solos pode ser muito Util
durante este processo, uma vez que microrganismos sofrem interferéncias de fatores como pH,
umidade, concentracdo de nutrientes, entre outros.

Este estudo demonstrou que solos contaminados com 6leos lubrificantes possuem maior quantidade
de microrganismos do que o solo ndo contaminado. Estes seres sao muito importantes na
degradacédo de hidrocarbonetos presentes no 6leo lubrificante, contribuindo assim na remediacéo. A
quantidade de microrganismos foi proporcional a taxa de reducédo dos hidrocarbonetos no solo.

A eficiéncia da biorremediacao no experimento 1 e 2 foi alta e similar. Os microrganismos presentes
no latossolo do Experimento 1 (solo+ 6leo lubrificante+ agua da CSAOQO) foram capazes de
metabolizar cadeias carbdnicas complexas, fortalecendo assim a hipotese do trabalho, ou seja,
microrganismos presentes na agua da CSAO do posto de combustivel podem ser utilizados na
biorremediacdo de locais contaminados com 6leos lubrificantes. Assim, além destes microrganismos
favorecerem uma elevada eficiéncia da remediacdo, proporcionaram ainda a metabolizacdo de
cadeias carbbnicas mais complexas. O Experimento 2 apresentou também uma elevada eficiéncia na
remocdo de Oleo lubrificante, porém as cadeias carbbnicas presentes nesse experimento eram
menores, o que as tornam mais facil de degradar, quando comparadas com as cadeias encontradas
no Experimento 1.

Desta forma, conclui-se que o0s microrganismos da CSAO, contribuiram para a reducdo de
hidrocarbonetos no latossolo, e que apesar desta diminuicdo ter sido praticamente a mesma da
observada no Experimento 2 (autodepuragdo), a sua participacdo na remediacdo gerou muita
expectativa, uma vez que microrganismos da CSAO possibilitaram a degradacéo de hidrocarbonetos
mais complexos.
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