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EFEITO DA UTILIZACAO DE MATERIAIS VEGETAIS NA
BIORREMEDIACAO DE SOLO CONTAMINADO POR BORRA OLEOSA
DO PETROLEO

Abstract

The recovery of soil contaminated by petroleum hydrocarbons (HTP) can be conducted by
bioremediation. A possible strategy for inducing microbial decomposing activity towards petroleum
sludge includes the addition of plant residues to the soil in order to promote the improvement of
nutritional quality, physical properties, and aeration. The use of leaf litter of forest leguminous plant
such as Mimosa caesalpiniifolia (sabid) is advantageuos because of the association with symbiotic N,-
fixing bacteria and mycorrhizal fungi, improving nutrients absorption. The aim of this study was to
evaluate the effect of adding sabia leaf litter in the bioremediation of soils impacted with petroleum
oily sludge. The soil (1 kg) was placed in plastic containers with and without addition of plant
residues, for comparative purposes. The experiments were conducted in a greenhouse where the
temperature ranged from 25 to 30°C. The soil initial moisture content of 40% was restored whenever
necessary, watering and revolving the soil. During 90 days, it was performed pH monitoring,
quantification of total heterotrophic bacteria (THB), total fungi (TF), and micro-organisms degrading
oil (MDO) every 30 days. At the 90th day, the soil was analyzed for total petroleum hydrocarbons
(TPH). Comparing the results for leaf litter (10 to 20 g kg™) it was observed a higher TPH removal of
3,4% wi/w for the control assay and 0,2% w/w HTP degradation for the plants residues (sabid). In this
condition, it was also detected an increase of indigenous microbial populations up to 1.12 x 10° CFU
gt and 2.50 x 10° g NMP g, in 1 and 3 orders of magnitudes, respectively to HTB and MDO. Sabia
leaf litter seems to be responsible for increasing the availability of nutrients, especially nitrogen,
favoring the activity of indigenous microbial populations. The small degradation HTP when there was
addition of sabia leaf litter indicates that this plant material may also have been active in retention of
these contaminants, which can prevent the increase in soil contamination.

Introducao

O petroleo, que é constituido de uma combinagdo complexa de hidrocarbonetos e metais
pesados, além de ser uma fonte indireta de contaminagdo ao longo do seu processamento, englobando
as etapas de exploracdo, refino, transporte e armazenamento, frequentemente é a causa de
derramamentos acidentais. Os derrames, aliados a disposi¢do inadequada dos residuos gerados pela
industria petrolifera, tem sido os principais responsaveis pelo aumento da contaminagdo ambiental,
causando uma frequente introducdo de substancias quimicas tdxicas em diferentes ambientes, como
solos, aguas e atmosfera (SUSARLA et al., 2002). Neste caso, 0s metais pesados, e especialmente 0s
hidrocarbonetos aromaticos, quer simples (BTEX) quer os policiclicos (HPAs) despontam, devido a
elevada toxicidade e persisténcia no meio ambiente.

Na busca de alternativas para promover a recuperacdo de areas contaminadas com variadas
substancias de elevada toxidade, tem sido consenso que a medida a ser adotada deva contemplar a
eficiéncia na descontaminacdo, simplicidade na execucao, curto tempo e baixo custo. Neste contexto,
cresce o interesse pela utilizacdo da biorremediacéo, técnica utilizada para descontaminacdo do solo
pela acdo efetiva de organismos vivos, como micro-organismos, ou sua associagdo com plantas,
denominada fitorremediacdo (PIRES et al., 2003). No caso especifico da biorremediacéo, deve-se
estimular a atividade dos micro-organismos degradadores do(s) poluente(s) mediante adequacédo das
condicbes do ambiente a fim de assegurar seu pleno metabolismo (WIECHETECK et al., 2004). Esta
técnica é uma boa ferramenta para a recuperacao de &reas degradadas pela contaminagdo com residuos
petroliferos, podendo alcancar a mineralizacdo total do poluente organico, sem geracdo de residuos
secundarios (ANASTASI et al., 2008).

Dentre as possibilidades para melhorar o processo de biorremediacéo do solo, pode-se adotar o
emprego de materiais vegetais. A incorporagdo desses aos solos, além de aumentar a disponibilidade
de matéria organica (MO), tornam mais eficientes a ciclagem e a mobilizacao de nutrientes, melhoram
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as suas propriedades fisicas, e podem contribuir para a drenagem da &gua e para a difusdo de oxigénio,
entre outros beneficios gerados (FERNANDES et al., 2006). Portanto, os materiais vegetais podem
estimular a atividade dos micro-organismos degradadores de 6leo, e consequentemente a remocao dos
HTP.

Os residuos vegetais, quando adicionados no solo ou na agua, também podem atuar na
adsorcao ou absor¢do de contaminantes como os hidrocarbonetos provenientes do petroleo, o que pode
impossibilitar a locomocéo destas substancia e, portanto pode trazer o beneficio de impedir o
alastramento da contaminacdo nesses ambientes, possibilitando inclusive a retirada dos contaminantes
retidos nos residuos vegetais, quando o ambiente contaminado € a 4gua (ITOPF, 2012).

Quando o material vegetal a ser utilizado é a serapilheira de leguminosas, a relevancia do
emprego deste material reside na capacidade dessas plantas de acumularem nutrientes. Uma vez que
elas realizam associacdo com bactérias fixadoras de N, e fungos micorrizicos em suas raizes, o que
promove a melhoria na absor¢do de nutrientes (CARVALHO et al. 2003). Sendo assim, o
fornecimento da serapilheira de leguminosas ao solo com o intuito de incrementar a biorremediacdo do
mesmo, pode ser uma alternativa eficaz a baixo custo, uma vez que pode diminuir gastos com
fertilizantes, prética frequentemente adotada em tratamentos biol6gicos. Neste sentido, o presente
estudo propds avaliar o efeito da adicdo da serapilheira da leguminosa florestal Mimosa
Caesalpiniifolia (sabid) na biorremediacdo de um solo impactado por borra oleosa do petréleo.

Metodologia

A coleta do solo impactado por borra oleosa do petréleo foi realizada em trés pontos aleat6rios
de um sistema landfarming de uma refinaria de petr6leo brasileira (Figura 1), e as amostras foram
posteriormente encaminhadas para o laboratério, onde o solo foi destorroado e quarteado para sua
homogeneizagao.

O material vegetal utilizado neste experimento foi a serapilheira da leguminosa florestal
Mimosa Caesalpiniifolia (Sabia), que foi coletada com uma ferramenta apropriada para esta coleta
(gabarito metalico com area de 25 cm x 25 c¢cm), no solo de um plantio de sabia localizado na fazenda
Carrapeta, localizada no municipio de Concei¢cdo de Macabu, RJ. A serapilheira consiste em todo
material vegetal acumulado sobre a superficie do solo, abaixo do dossel das arvores (Figura 1).

Figura 1 — Foto do sistema landfarming de uma refinaria de petrdleo brasileira (1) e foto da area da
leguminosa florestal Mimosa Caesalpiniifolia (Sabia) indicando o local da serapilheira (2).

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo (Figura 2), com temperatura média de
26°C. O solo foi colocado na quantidade de 1kg em recipientes plasticos (13,5 x 12 x 20,5
centimetros), e foi avaliado quando ndo foi adicionado a serapilheira do sabia, e com a adicdo da
serapilheira do sabia na quantidade de 10g e 20g (Figura 2). O experimento foi conduzido por 90 dias,
havendo amostragem do solo a cada 30 dias para realizacdo das anlises de hidrocarbonetos totais do
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petroleo (HTP), contagem das bactérias heterotroficas totais (BHT), fungos totais (FT), e dos Micro-
organismos degradadores de 6leo (MDO). O solo utilizado apresentou inicialmente 40% de umidade
(verificada em balanca de secagem por infravermelho), que foi restabelecida semanalmente, junto com
0 monitoramento do pH e teve a monitoracdo diéria de temperatura em todos os tratamentos. Os solos
também foram revolvidos semanalmente.

Figura 2 — Casa de vegetacdo onde os experimentos foram conduzidos (1), Recipientes plasticos onde
foram colocadas as amostras de solo do experimento (2) e solo com a serapilheira do sabia com
algumas setas para ajudar na visualizagdo da mesma (3).

A contagem das bactérias heterotroficas totais (BHT) e fungos totais (FT) foram feitas por unidade
formadora de colénia (UFC), enquanto a contagem dos Micro-organismos degradadores de 6leo
(MDO), foi realizada pela técnica do nimero mais provavel (NMP) (Wrenn e Venosa, 1996). Os
hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP) foram extraidos conforme a metodologia de Telhado (2009),
e a determinacdo dos mesmos foi realizada por espectrometria de infravermelho, utilizando o
equipamento Infracal (modelo HART-T da Wilks Enterprise).

Resultados e Discussao

ApGs receber a serapilheira do sabia nas diferentes quantidades avaliadas (10g e 20 g kg™
solo) as analises microbioldgicas do solo mostraram que a populagdo de BHT somente foi maior que a
do solo inicial (1,12x10® UFC), aos 60 dias de experimento (1,89 x 10° UFC g™ solo) (Figuras 4),
embora ndo tenha apresentado diferenca em relacéo ao controle. A populacéo de FT ndo foi maior que
a do solo inicial (4,35x10* UFC) para nenhum dos tempos e tratamentos avaliados, e foi menor que a
populacdo de BHT (10* de ordem de grandeza) (Figura 3). SHAHSAVARI et al. (2013), estudaram
diferentes tipos de residuos (feno de alfafa, palha de ervilha, palha de trigo, e a mistura dos residuos
com gesso), e também verificaram para os melhores resultados (quando o solo foi tratado com palha
de trigo), que a populacdo de fungos (na ordem de grandeza de 10° UFC g™ solo) foi menor que a de
bactérias (na ordem de grandeza de 10° UFC g™ solo). Mesmo que em menor niimero que as bactérias,
os fungos presentes no solo sdo importantes como cooperadores no processo de biorremediacdo, pois
possuem crescimento micelial, o que possibilita a esses uma boa colonizagéo de substratos, digerindo-
0s através de enzimas extracelulares, e consequentemente facilitando a atuacdo por bactérias
(CLEMENTE et al., 2001).
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Figura 3. Quantificagdo de bactérias heterotroficas totais (BHT) (A), de fungos totais (FT) (B), e dos
micro-organismos degradadores de 6leo (MDO) (C), nos tempos de 30, 60 e 90 dias. Solo sem
tratamento (controle) (m); solo com 10 g kg™ solo da serapilheira do sabié (=); solo com 20 g kg™ solo
da serapilheira do sabia (). (A populacéo inicial de BHT, FF e BDO do solo foi de 1,12x10° UFC;
4,35x10* UFC e 2,50x10° NMP g™ solo respectivamente).

Os micro-organismos degradadoras de 6leo (MDO) refletiram a mesma tendéncia das BHT
quando houve a adi¢do de serapilheira do sabid. Somente ap6s 60 dias de experimento esses micro-
organismos apresentaram uma populacdo maior que a do solo inicial (2,50x10> NMP) (Figura 3). As
maiores populacdes de MDO, ocorreram com 60 (1,58x10® NMP) e 90 (6,25x10° NMP) dias, no
tratamento com a maior quantidade de serapilheira do sabia (20g kg™ solo), alcangando valores muito
préximos ao da populacdo de BHT (Figura 3). O aumento da populacdo das BDO e dos MDO somente
ap6s 60 dias pode indicar que a serapilheira do sabid tem um material recalcitrante, o que
provavelmente se deve ao alto teor de lignina em sua composicdo (Tabela 1). Apesar disso, esse
material vegetal pode atuar como uma boa fonte de nutrientes para que 0s micro-organismos possam
degradar os hidrocarbonetos presentes na borra oleosa do petroleo, e utilizar o C presente nos
hidrocarbonetos como fonte de substrato, pois de fato, a serapilheira do sabid possui maiores teores
nutricionais de P, Ca, Mg e N e uma boa relagdo C/N (26,0) (Tabela 1), quando comparada a outros
vegetais. NUNES (2011) ao estudar a liberacdo de fésforo orgénico (Po) de solos plantados com a
mesma leguminosa florestal deste trabalho (sabida), e de outra leguminosa florestal (Acéacia
Auriculiformis), em relagdo a um pasto, verificou uma maior liberagdo de Po no solo, atribuindo isso
aos maiores valores de Ca, Mg e N da serapilheira dessas leguminosas. A relacdo C/N do sabid,
provavelmente também favoreceu a liberacdo de nutrientes para 0s micro-organismos, uma vez que
relagbes C/N abaixo de 30 favorecem a liberagcdo de N no solo (SIQUEIRA & FRANCO, 1988).
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Como a serapilheira do sabid possui um consideravel teor nutricional, principalmente de N
(Tabela 1), a lenta decomposic¢do da serapilheira do sabi& pode ser importante porque além de manter
a populacdo de micro-organismos ativa por um tempo maior, ao fornecer C e outros nutrientes
gradativamente ao solo, pode evitar a deficiéncia de alguns nutrientes que muitas vezes é gerada pela
retencdo ou perca de alguns elementos no perfil do solo quando sdo adicionados por meio de
fertilizacBes minerais, como é o caso do P e N respectivamente (NOVAIS et al., 2007; SANGOI et al.,
2003; BERTOL et al., 2005).

Ao final do experimento (90 dias), as populacdes de BHT, FT e BDO dos solos que receberam
a serapilheira do sabid se mantiveram, com excecdo apenas para as BHT, na presenca da menor
quantidade de serapilheira (10g kg™ solo), que apresentaram uma reducdo na quantidade de micro-
organismos (figura 3). Este decréscimo pode indicar que para essa quantidade de serapilheira, como ja
ndo era mais possivel observa-la visualmente no solo ao final do experimento, pode ter havido uma
diminuicdo na quantidade de substrato e do efeito de bioestimulo promovido por ela, o que fez com
que ocorresse uma diminui¢do na populacdo das BHT.

Tabela 1. Caracterizag¢do quimica e fisica dos materiais organicos vegetais.

Caracterizagdo quimica

Material

P Ca Mg K Na Polifendis C N Celulose Lignina
vegetal

—————————————————————— mg/kg %

Sabia 525 121715 19395 1500 600 0,496 36,36 1,384 24,08 51,08

Ao final do experimento (90 dias), foi possivel observar que embora a populacdo de MDO
tenha aumentado durante o tratamento com a serapilheira do sabid, apenas no solo onde foi adicionada
a quantidade de 20g kg™ solo da serapilheira houve uma pequena degradacdo de HTP (0.210%)
(Figura 4). A pequena remocédo de HTP verificada para este tratamento pode ter ocorrido em funcéo da
guantidade de serapilheira utilizada, que pode ndo ter sido suficiente para promover uma maior
degradacdo de HTP pelos micro-organismos. Além disso, como no solo do controle foi verificada uma
maior remog&o de hidrocarbonetos (3,356%,), pode ser que tenha havido uma retengdo dos HTP pelo
material vegetal adicionado.

Alguns autores estudaram a biorremediacdo de solos impactados por petroleo utilizando outros
tipos de materiais vegetais (GABRIEL, 2008; BRANDAO, 2006 ¢ MOLINA-BARAHONA et al.,
2004). Eles verificaram maiores degradacfes de 6leo que o encontrado neste trabalho, mas é
importante enfatizar que as pesquisas foram conduzidas com solos artificialmente contaminados em
laboratério, o que ndo foi o caso deste trabalho. Além disso, o0s residuos vegetais podem apresentar
outros efeitos no solo além de propiciar a remocdo de HTP, como por exemplo, a retencdo de HTP
(adsorcdo e/ ou absorcdo de 6leo), o que esta relacionado com a presenca da lignina, que é um
biopolimero presente nos vegetais que apresenta a capacidade de absorver poluentes organicos como
os hidrocarbonetos do petroleo (SHAHSAVARI et al., 2013). Esse efeito pode promover outro
beneficio, evitar o0 aumento da contaminagdo de solos e aguas, e consequentemente impedir que a
contaminagao chegue a lengois freaticos.

Tendo em vista que os solos do controle ndo receberam a adicdo da serapilheira do sabid e,
portanto ndo podem ter sofrido o efeito da retengdo dos HTP, a remocdo de HTP no controle pode ter
ocorrido porgue assim como 0s outros tratamentos, 0 mesmo recebeu padroniza¢Ges de umidade e
revolvimentos semanais. A manutencdo de uma boa quantidade de agua no solo (ente 40% e 80% da
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capacidade méxima de saturagdo do solo) promove uma boa mobilidade dos contaminantes através da
movimentagdo da agua no solo, impedindo que estes fiquem concentrados em determinados pontos do
solo e se tornem mais disponiveis para a degradacdo pelos micro-organismos (R1ZZO et al., 2006),
enquanto o revolvimento do solo promove uma melhoria na aeragéo, o que estimula o crescimento dos
micro-oganismos aerdbios presentes no solo.

S + sabia —
(209)

ms + sabid
(109)
solo controle

(s)

Tatamentos

0.000 1.000 2.000 3.000 4.000

Degradacéo de HTP (%)

Figura 4 — Teor de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) no solo sem adicao da serapilheira do
sabia e nos solos com adic¢do da serapilheira do sabia nas quantidades de 10 g (S + SER 10g) e 20g (S
+ SER 209) kg™ ap6s 90 dias de experimento.

Conclusao

A adicdo da serapilheira do sabid no solo impactado com borra oleosa do petréleo promoveu
condicOes favoraveis para 0 aumento das populacdes de BHT e MDO, embora tenha promovido uma
degradacdo de HTP muito pequena.
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