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RESUMO - Incidentes envolvendo vazamentos de 6leo sdo cada vez mais frequentes,
resultando em danos ao meio ambiente. Esses eventos sdo consequéncias da intensificacdo
da utilizacdo do petroleo e seus derivados. Desta forma, diversas técnicas para remediar as
areas contaminadas por petréleo e seus derivados foram desenvolvidas, destacando-se
entre elas a biorremediag&o. Neste sentido, foi realizado um ensaio de biorremediagdo em
frascos contendo 60 g do solo arenoso, 5% p/p do contaminante (diesel) e indculo de 5%
da suspensdo da bactéria Pseudomonas aeruginosa, mantida a 30°C durante 30 dias. A
avaliacdo do experimento foi feita através da quantificacdo do carbono orgéanico e matéria
organica existentes no solo antes e depois da biorremediacdo. A execucdo do ensaio
demonstrou-se eficiente, uma vez que foi possivel verificar a diminuicdo da matéria
organica em até 87,88% ao final do processo. Evidenciando assim, que a biorremediagédo
pode ser aplicada no tratamento de solos contaminados com diesel.

1. INTRODUCAO

Em virtude da grande utilizacdo do petréleo e seus derivados, frequentemente ocorrem
acidentes envolvendo vazamentos de 6leo que ocasionam danos incalculaveis aos ecossistemas. Estes
incidentes s@o provenientes das mais diversas atividades da industria petroleira, séo elas: exploracéo,
producdo, refino, transporte e principalmente, armazenamento de combustiveis. O petréleo é uma
substancia inflamavel, com cheiro caracteristico e composto por uma mistura de hidrocarbonetos,
obtido para inimeras finalidades, entre elas a utilizacdo na forma de combustivel, podendo ser toxico
para alguns organismos (Schultz, 2010).

Segundo Bento et al. (2008), as técnicas convencionais de limpeza de areas contaminadas com
petroleo e seus derivados podem ser complementadas com a remediacdo, pelo uso de diversas
técnicas (fisicas, quimicas e biologicas). De acordo com Alexander (1999), tratamentos fisicos
separam 0s contaminantes do solo sem destrui-los ou modificd-los quimicamente, entretanto
apresentam diversas limitacGes, ressaltando-se o custo alto e em determinados casos eficiéncia do
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processo. No entanto, no que diz respeito aos processos quimicos, geralmente, possuem uma boa
eficiéncia na remocdo do contaminante, porém podem introduzir outras substancias que podem ser
nocivas ao ambiente. Por outro lado, os processos bioldgicos sdo considerados uma tecnologia
promissora para remover esses contaminantes, principalmente devido a simplicidade e eficiéncia de
custo quando comparados a outras alternativas.

Aislabie et al. (2006) define a biorremediacdo como uma tecnologia empregada para tratar
locais contaminados mediante o uso de agentes biologicos capazes de modificar ou decompor
poluentes alvos, minimizando assim o impacto de substancias recalcitrantes no ambiente. Esta técnica
utiliza, em geral, micro-organismos e/ou plantas objetivando a realizacdo da mineralizacdo dos
compostos ou transformacdo em compostos mais simples. Desta maneira, a biorremediacdo é a
capacidade que alguns organismos vivos possuem em desenvolver-se na presenca de contaminantes,
removendo estas substancias devido a acdo de seu metabolismo ou mesmo acumulando tais
compostos (Vidali, 2001).

As estratégias de biorremediacdo podem ser divididas em (a) biorremediacdo intrinseca ou
natural, que consiste na utilizacdo de micro-organismos autoctones, isto é, do préprio local sem
qualquer interferéncia de tecnologias ativas de remediacao, (b) bioestimulacdo, que se refere a adicao
de agentes estimulantes como nutrientes, oxigénio e surfactantes e por fim (c) bioampliacéo, que esta
relacionado & inoculagdo de consdrcios microbianos enriquecidos (Bento et al., 2008).

Diante da crescente necessidade de remocao de contaminantes de petrdleo e derivados em solos
foi realizado neste trabalho um ensaio de biorremediacdo de solo arenoso contaminado com diesel
utilizando a Pseudomonas aeruginosa. Desta maneira visa-se contribuir positivamente para a
comunidade cientifica no desenvolvimento desta tecnologia, objetivando desta forma a preservacao
do ecossistema.

2. DESENVOLVIMENTO
2.1. MATERIAL

Micro-organismo: A linhagem de Pseudomonas aeruginosa (UCP 0099), isolada do solo de Rio
Formoso, municipio do Estado Pernambuco, encontra-se mantida no Banco de Culturas da
Universidade Catolica de Pernambuco — UCP, registrada no World Federation Culture for Collection
(WFCC), sendo mantida no meio Luria Bertani sélido com a seguinte composigdo: Triptona (10 g),
extrato de levedura (5 g), Cloreto de sddio (10 g), &gar (15 g) e agua destilada g.s.p. 1000 mL, com
pH = 7,0 e mantidas a temperatura de 4°C e repicadas a cada 30 dias.

Aclimatacdo da linhagem: A aclimatacdo foi feita através da transferéncia de células de
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Pseudomonas aeruginosa para placas de Petri contendo o meio sélido Luria Bertani (LB) [triptona
(10g/L), extrato de levedura (5g/L), cloreto de sodio (10g/L) e Agar (15g/L)], adicionado de 30% de
Diesel. Em seguida, as placas foram mantidas em estufa sob temperatura de 30°C durante 24 horas. A
linhagem de P. aeruginosa crescida neste meio adicionado de diesel foi utilizada para o ensaio de
biorremediacéo.

In6culo: Foi feita uma suspensdo bacteriana de 107 células/mL em &gua estéril e inoculou-se
5mL da suspensdo nos fracos contendo o ensaio de biorremediacéo.

Solo: Para simulagédo da biorremediacdo em ambiente impactado foram coletados amostras de
solo arenoso no més de julho de 2013 na Marina de Barra de Catuama — PE, situada no municipio de
Goiana. A coleta foi realizada de acordo com metodologia da Embrapa (1997), onde diferentes pontos
do local foram previamente demarcados e a area separada em glebas homogéneas. As amostras de
solo foram coletadas em zigue-zague, a cada 20 pontos do talhdo a 10 cm de profundidade e
posteriormente, conduzidos ao Laboratério do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais e
Biotecnologia (NPCIAMB).

Combustivel: Para o ensaio de biorremediacdo foi utilizado o combustivel Diesel S-10
comercial, obtido em um posto com localiza¢do na zona norte da cidade do Recife — PE.

2.2. ENSAIO DE BIORREMEDIACAO

Ensaio de biorremediacdo: O ensaio foi realizado em frascos com capacidade para 110 mL
contendo 60 g do solo arenoso e 5% p/p do contaminante (diesel), e indculo microbiano de 5%,
mantidos a 30°C, durante 30 dias.

Para o0 ensaio de biorremediagdo foi utilizado tanto o solo arenoso esterilizado em autoclave a
121°C, durante 15 minutos, como o solo arenoso nédo esteril. Para cada tipo de solo, formularam-se
condigdes com suplementacdo e sem suplementacdo. O contaminante foi inserido 24h antes da adi¢do
do inoculo, visando uma melhor aderéncia do contaminante ao solo. A suplementacdo foi realizada
através da adicdo de 0,015 g de (NH4).SO,4 e 0,006 g de K,HPO,4. Como controle utilizou-se o solo
estéril e solo néo estéril, ambos contendo o contaminante, porém sem a adi¢gdo do micro-organismo. O
indculo utilizado consistiu da adi¢do da suspensédo bacteriana da Pseudomonas aeruginosa.

2.3. AVALIACAO DA BIODEGRADACAO

Determinacdo da biodegradacdo: A avaliacdo da biodegradacdo foi efetuada a partir da
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determinacdo do carbono organico e matéria organica, das condicOes testadas. Onde o carbono
organico foi determinado pela oxidacdo da matéria organica do solo por via tmida com dicromato de
potassio em meio sulfdrico. Para isto, foi utilizado um bloco digestor para efetuar a reacdo do
dicromato de potéssio (K,Cr,0;) com a matéria organica em meio fortemente &cido (H,SO,4) para em
seguida, ser titulado com sulfato ferroso amoniacal. Enquanto a porcentagem de matéria organica foi
calculada admitindo que o carbono participa com 58% da composi¢cdo média dos himus. O calculo da
matéria organica é sempre 1,724 vezes maior que o carbono organico, conforme Embrapa (1997).

Carbono organico (g/kg) = (40 — volume gasto)x f x 0,06 x "f" 1)
Onde,
40
f

volume acido sulfurico gasto no branco

Ja a percentagem de matéria organica € calculada multiplicando-se o resultado do carbono
organico por 1,724. Este fator é utilizado em virtude de se admitir que, na composicdo média do
himus, o carbono participa com 58%. Conforme Embrapa (1997).

Matéria Organica (g/kg) = C (g/kg)x 1,724 2

3. RESULTADOS E DISCUSAO

A avaliagdo do ensaio de biorremediacdo foi efetuada através da quantificacdo do carbono
organico e matéria organica existentes no solo. Sabendo que a para um resultado positivo da
biodegradacdo deve-se ter o consumo da matéria organica e liberagdo CO,(Tonini et al., 2010).

A execucdo do ensaio possibilitou a verificacdo de uma diminuicdo da quantidade de carbono
orgénico e matéria organica em todas as condicGes testadas, conforme resultados apresentados na
tabela 1. Foi possivel avaliar ainda que a condicdo que apresentou menor teor de matéria organica,
apos o ensaio de biodegradagéo, foi a condicdo contendo solo ndo estéril com suplementacdo. Tais
resultados concordam com os resultados esperados pela literatura, que sugerem que 0s consorcios séo
mais efetivos durante a biodegradacéo de poluentes (Wyszkowska, 2001; Ghazali et al., 2004).
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Tabela 1 — Condi¢bes experimentais ensaio de biodegradacao

Carbono Matéria ) 5 10
Amostra Organico (g/ kg) | Organica (g/kg) biodegradacao (%)
Solo com contgm[nante 76.23 131,42 i
(sem remediacéo)
Solo estéril remediado 31,17 53,73 59,12
Solo estéril com. 29.72 51,24 61,02
suplementacdo remediado
Solo nao estéril remediado 13,96 24,07 81,69
Solo ndo estéril com 9.24 15.93 8788

suplementacdo remediado

4. CONCLUSOES

O ensaio de biorremediacdo demonstrou-se eficiente, uma vez que, foi possivel verificar a
diminuicdo na concentragdo de carbono orgénico e matéria organica, existentes na amostra inicial do
processo. Onde, a amostra inicial apresentou 76,23 g/kg e 131,42 g/kg, para carbono organico e
matéria organica, respectivamente. Enquanto que a amostra final do processo apresentou 9,24 g/kg e
15,93 g/kg, demonstrando assim uma diminuicdo de até 87,88% da matéria organica.
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