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BIODEGRADATION OF TOLUENE AND FISH OIL IN IMPACTED SOIL USING CHEMICAL AND BIOLOGICAL
SURFACTANTS. The process of biodegradation of soils contaminated by animal (raw fish oil) and mineral (toluene) origin

compounds was studied, verifying the influence of adding biosurfactants and chemical surfactants and nutrients in the media.
The highest removal rate of fish oil was 59.47% obtained in the experiments containing biosurfactant and biostimulate in 90 days
process. The highest removal rate of toluene was achieved in 14 days for experiments containing biosurfactant, chemical spreading
and biosurfactant with biostimulation, showing great influence of evaporation on the process. The use of surfactants has shown to

increase the contaminant bioavailability due to its higher degradation rate.
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INTRODUCAO

A contaminag@o do ar, solos, sedimentos, dguas subterrineas e
superficiais por compostos organicos toxicos tornou-se um dos maiores
problemas enfrentados pelo mundo industrializado. Nas tltimas décadas,
uma ampla variedade de substancias tdxicas e perigosas tem sido introdu-
zida no meio ambiente, em especial, aquelas decorrentes de despejos de
efluentes industriais e as provenientes de acidentes envolvendo derrames
de petrdleo e seus derivados. O aumento dos problemas ligados a polui-
¢do ambiental tem acarretado em uma maior conscientizagdo quanto a
importancia da restri¢do de langamentos indiscriminados de poluentes
e da necessidade de remediar esses locais impactados.!

Os residuos liquidos gerados pelas industrias quimicas e de
alimentos apresentam grande complexidade fisica e quimica, o que
dificulta seu tratamento, podendo causar riscos ao meio ambiente
onde sdo descartados.

Em relacdo aos compostos de origem mineral, os derrames, tanto na
exploracdo quanto no transporte, e os rejeitos produzidos nas atividades
de refino incorporam-se ao meio ambiente natural em grandes volumes,
ocasionando o acimulo de uma grande quantidade de contaminantes.” A
gasolina, por exemplo, € uma mistura complexa de hidrocarbonetos com
diferentes graus de volatilizagio, como compostos alifdticos (alcanos,
cicloalcanos e alquenos), aromaticos (benzeno, etilbenzeno, tolueno e
xilenos - BTEX) e aditivos, com cadeias carbonicas compreendidas na
faixa de 5 a 10 carbonos por molécula. Dentre os hidrocarbonetos, os
monoaromaticos BTEX t€ém maior solubilidade em dgua e, portanto,
sdo os poluentes que primeiro irfo atingir o lengol fredtico.* Os compos-
tos BTEX podem causar sérios riscos a saide humana, principalmente
devido ao cardter téxico, mutagénico e carcinogénico.

A elevada potencialidade do uso de microrganismos como agentes
degradadores das mais diversas substancias, aliada ao emprego da
biotecnologia, indicam o tratamento biolégico como um dos mais
eficientes métodos para se reduzir os efeitos adversos dos contami-
nantes sobre o meio ambiente.* Os sistemas bioldgicos sdo utilizados
para tratar a polui¢do e restaurar a qualidade ambiental por meio da
degradacdo dos poluentes. Este processo vem se destacando pois,
além de eliminar o poluente de forma menos agressora, é também
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tipicamente mais econdmico que métodos tradicionais.’

A introducio de nutrientes adicionais (bioestimula¢do), como nitro-
génio e fosforo, na forma organica e/ou inorganica no sistema contamina-
do, tem mostrado o aumento da populagio de microrganismos endégenos
e, assim, o aumento da taxa degradativa do contaminante.®

Evidéncias sugerem que, em ambientes aqudticos e terrestres, 0s
microrganismos sido os agentes principais para a biodegradacado de
moléculas de interesse ambiental. Bactérias e leveduras parecem ser
os degradadores dominantes em ecossistemas aqudticos, enquanto
fungos e bactérias sdo os principais degradadores em solos. No en-
tanto, a degradacdo de contaminantes parece envolver o consércio
de microrganismos, incluindo formas eucaridticas e procaridticas, e
ndo somente uma dnica espécie de microrganismo.’

A intensidade de biodegradacio pode ser influenciada por diver-
sos fatores, tais como nutrientes, oxigénio, pH, caracteristicas quimi-
cas e fisicas dos ambientes contaminados, composi¢do, concentragio
e biodisponibilidade dos contaminantes.® A baixa disponibilidade
de muitos dos contaminantes do solo aos microrganismos € um dos
principais fatores que interferem no processo de biodegradagao.* Uma
alternativa de incremento da metabolizagdo e da possibilidade de
biodegradacdo dos contaminantes € aumentar a solubilizagdo destes
substratos empregando-se surfactantes e emulsificantes.*

Surfactantes s3o moléculas organicas que usualmente consistem de
uma por¢ao hidrofébica e outra hidrofilica, e apresentam a capacidade de
atuar na interface de compostos de diferentes naturezas.’ Os surfactantes,
em particular, podem interagir com os compostos presentes e aumentar
sua solubilidade em dgua. Desta forma, a presenca de surfactantes, na-
turais ou sintéticos, aumenta a disponibilidade dos contaminantes aos
microrganismos e, conseqiientemente, & biodegradag@o.*

Tendo em vista as crescentes preocupagdes ambiental, econo-
mica e social, a questdo da utilizagéio de surfactantes biolégicos tem
recebido grande interesse devido a caracteristicas que os tornam
vantajosos frente aos surfactantes quimicos. Dentre estas, baixa to-
xicidade, biodegradabilidade e sintese a partir de material renovével
e de baixo custo sdo fatores que tornam desejdvel a substitui¢do dos
compostos quimicamente sintetizados.”

O municipio do Rio Grande, localizado no extremo sul do Brasil,
apresenta-se como importante polo industrial, caracterizado pela presenca
de industrias de médio e grande porte. Localizado na extremidade final
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da Lagoa dos Patos, na interacdo dos ecossistemas formados por Ocea-
nico Atlantico, lacustre e estuariano-lagunar, destaca-se por possuir um
dos maiores portos do pais. A zona portudria da cidade do Rio Grande
apresenta constante movimentacao de embarcacdes e cargas provenientes
de inddstrias e caracteriza-se por apresentar em sua costa a instalagio
de diversas empresas do setor alimenticio, como a industrializacdo de
pescado, e também na drea quimica, como fertilizantes, petréleo e seus
derivados (refino e armazenamento). Devido a sua localizagio, o Estudrio
da Lagoa dos Patos estd exposto a diversas ocorréncias de poluigdo, seja
pela eliminac@o de rejeitos industriais, ou por derrames de 6leos causados
durante o processo, refino e transporte.

Tendo em vista a problemética causada aos ecossistemas marinhos
e terrestres devido a poluig@o por atividades industriais e na drea portu-
dria, torna-se de extrema importancia a aplicacéio de medidas corretivas
para a rdpida remogdo de forma menos agressora ao meio ambiente.

O objetivo deste trabalho foi estudar a biodegradacao de compos-
tos de origem animal e mineral em solos contaminados por tolueno
e dleo de pescado, avaliando o efeito da adig¢do de biossurfactantes e
surfactantes quimicos e adi¢do de nutrientes no meio.

PARTE EXPERIMENTAL
Coleta das amostras de solo

A coleta do solo foi realizada no Estudrio da Lagoa dos Patos,
junto ao terminal portudrio da empresa COPESUL (Companhia Pe-
troquimica do Sul), localizado na regido sul do estado do Rio Grande
do Sul, Brasil, latitude 32°04°09”’S e longitude 52°05°15”W.

Caracterizacio do solo

A classificacdo geral do solo foi feita através de peneiramento
utilizando peneiras com Tyler entre 8 e 200 (2,360 e 0,075 mm,
respectivamente), sendo a massa retida em cada uma das peneiras
comparada a escala de Wentworth.!!

Montagem dos experimentos

Para o estudo de biodegradacdo de 6leo de pescado em solos
foram realizados 6 experimentos e para o estudo de biodegradacio
de tolueno foram realizados 7 experimentos, conforme mostrado na
Tabela 1, ao longo de 90 dias. O experimento 7 foi realizado utili-
zando solo estéril. A esterilizag@o do solo foi realizada em autoclave
a 121 °C durante 90 min.

Os ensaios foram realizados em recipientes de vidro com dimen-
sdes 0,25 x 0,25 x 0,25 m contendo 5,82 kg de solo, correspondendo

Tabela 1. Experimentos de biodegradagao realizados em solos para
cada composto estudado

Experimento Surfactante Bioestimulacdo
1 (Controle) Auséncia Auséncia
2 Auséncia Presenca
3 Biossurfactante Auséncia
4 Surfactante quimico Auséncia
5 Biossurfactante Presenca
6 Surfactante quimico Presenca
“7 (Branco) Auséncia Auséncia

“Experimento realizado somente no estudo de biodegradagdo de
tolueno
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auma altura de 0,07 m. Foram simulados derrames de compostos de
diferentes naturezas, 6leo de pescado bruto e tolueno, na proporcéo
de 4% em relac@o ao peso seco de solo.

O contetddo de 4gua adicionado aos experimentos foi ajustado
para que todos os experimentos apresentassem o mesmo teor inicial
de umidade (12%). A cada 7 dias, os solos foram revolvidos, para
fornecer oxigénio ao meio.

Os experimentos foram mantidos em local protegido de intem-
péries e a temperatura monitorada ao longo do tempo.

Surfactante

Foram testados surfactantes de diferentes naturezas, micro-
bioldgico (biossurfactante) e quimico (dispersante). A quantidade
de surfactante adicionado foi calculada com base na sua atividade
emulsificante (50%) determinada ao inicio dos experimentos.

Inicialmente foi determinada a atividade emulsificante utilizando
biossurfactante. Para isto, foi adicionado em tubo de ensaio, o com-
posto em estudo e biossurfactante na proporcéo de 1:1. Posteriormente
o tubo foi agitado em agitador vortex durante 1 min e deixado em
repouso durante 24 h. Apds este periodo, foi realizada a medida da
altura da fase emulsionada e do composto ndo emulsificado. A relacio
entre a altura emulsificada e a altura total foi determinada como a
atividade emulsificante, dada pela Equacio 1:

Atividade emulsificante (%) = (He /( He + Hc)) x 100 (D)

onde He corresponde a altura da emulsdo (cm) e He, a altura do
composto (cm).'?

O mesmo procedimento foi realizado para diferentes dilui¢oes do
dispersante quimico a fim de estabelecer uma dilui¢do que promo-
vesse a mesma atividade emulsificante obtida com o biossurfactante.
A diluigdo de 1:100 (dispersante quimico: dgua destilada) foi a que
promoveu a mesma atividade emulsificante, sendo a escolhida para
o derrramamento.

Producao de biossurfactante

O biossurfactante foi obtido a partir do fungo filamentoso As-
pergillus fumigatus, cedido pelo Laboratério de Microbiologia de
Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), através de fermentacdo em
estado sélido. A propagacio do indculo foi feita através da técnica de
espalhamento em superficie realizada em frascos de Roux contendo
dgar batata-dextrose (PDA) adicionado de 1% de glicerina e 0,5%
de dgar-dgar. Os frascos de Roux foram mantidos em estufa a 30 °C
durante 7 dias, visando o recobrimento completo da superficie e a es-
porulacio total dos microrganismos. Apés este periodo, foi realizada
araspagem dos esporos e posterior filtracdo. Na suspensdo obtida foi
realizada a contagem de esporos em cdmara de Neubauer.'

As fermentacdes foram realizadas em biorreatores tipo coluna de
leito fixo, com dimensdes internas 50 x 250 mm (didmetro x altura),
durante 144 h, mantidos a 30 °C, pela circulag@o de dgua através do
encamisamento do biorreator. O ar fornecido ao sistema foi contro-
lado através de rotametros previamente calibrados, utilizando taxa de
aeracdio de 60 mL g'h™'. O meio fermentativo foi constituido por casca
de arroz e farelo de trigo nas proporcdes 15 e 85%, respectivamente.
O farelo de trigo foi peneirado e foram recolhidas as particulas com
granulometria entre 0,710 e 1,000 mm (Tyler 24 e 16, respectivamen-
te). Foi adicionada a mistura da casca e farelo uma solugao nutriente
composta por: 0,5 g de MgSO,.7H,0, 3 g de NaNO,, 1 gde KH,PO,,
1 g de extrato de levedura e 0,3 g de peptona em 1 L. O meio foi
ajustado para umidade de 50% e pH 4,5. Foi adicionado ao meio, 1%
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de tolueno como fonte adicional de carbono. Apés o preparo do meio
foi realizada, em ambiente asséptico, a inoculagdo do microrganismo
na concentrag@o de 4 x 10°esporos/g de meio.

A extragdo do biossurfactante do farelo fermentado foi realizada
com dgua destilada a 90 °C na propor¢ado de 1:9 (uma parte de soluto
para nove partes de solvente). Posteriormente, a amostra foi submetida
aagitacdo em Shaker (B. Braun Certomat BS-1, Alemanha) a 160 rpm
e 50 °C durante 30 min, sendo em seguida filtrada a vicuo.

Dispersante quimico

Foi usado dispersante quimico comercial com permissdo do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) para ser utilizado
em possiveis derramamentos.'* A Tabela 2 apresenta as propriedades
fisico-quimicas do dispersante quimico. O dispersante foi diluido
em dgua (1:100) para proporcionar a mesma atividade emulsificante
(50%) do biossurfactante.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do dispersante quimico
utilizado

Propriedade Caracteristica
Aspecto Liquido amarelado
pH, solucdo aquosa 5%, 25 °C 6
Densidade, 20 °C, g/cm? 0,99
Viscosidade BKF, 20 °C, cP 100 max.
Matéria ativa, % 35

Ponto de fulgor, VF (°C) 73,2
Bioestimulacao

Nos experimentos em que os solos foram bioestimulados foi feita
aadicao dos fertilizantes uréia (46% de N) e TSP (Superfosfato triplo,
46% de P,O,) na proporgdo de 100:15:3 (C:N:P), tendo como base
a quantidade de carbono do derrame. Os fertilizantes foram moidos
e posteriormente diluidos em dgua destilada estéril.

Amostragem

Os experimentos foram realizados durante 90 dias, sendo cole-
tadas amostras nos dias 0, 7, 14, 21, 30, 60 e 90 para a andlise de
degradacio do 6leo de pescado, nos dias 0, 4, 7, 14, 21, 30, 60 e 90
para a andlise de degradacdo do tolueno, nos dias 0, 7, 15, 30, 60 e
90 para a andlise microbioldgica e nos dias 0, 45 e 90 para a andlise
do contetdo de nitrogénio e fésforo total.

As amostras foram coletadas a partir da superficie até uma pro-
fundidade de 0,07 m em 5 pontos distintos, sendo posteriormente
homogeneizadas. As amostras para a andlise microbioldgica foram
acondicionadas em frascos de vidro &mbar estéreis providos de tampa de
rosca e imediatamente processadas. As amostras destinadas as andlises
de teor de nitrogénio e fosforo total e de degradagio dos contaminantes
foram armazenadas em frascos de vidro &mbar estéreis cuidadosamente
vedados com batoque e providos de tampa de rosca. Para a andlise da
degradacgdo de 6leo de pescado, as amostras foram congeladas e pro-
cessadas em um periodo maximo de 7 dias. No caso da degradagio do
tolueno, as amostras foram refrigeradas e enviadas a empresa COPESUL
localizada na cidade de Triunfo/RS, onde foram mantidas refrigeradas,
sendo processadas em um periodo méaximo de 7 dias. Para a andlise de
nitrogénio e fésforo total as amostras foram mantidas refrigeradas e
analisadas em um periodo maximo de 10 dias. Durante a amostragem
foi realizado o controle da temperatura ambiente.

Quim. Nova

Analises de biodegradacio dos compostos

Para a determinac@o da degradacdo do 6leo de pescado, as amostras
de solo foram descongeladas a temperatura ambiente e secas a 105 °C
por 1 h. A extragdo do 6leo foi realizada em extrator de Soxhlet por 6 h,
sendo utilizado hexano como solvente. Posteriormente, no extrato lipi-
dico seco realizou-se a saponificag@o e esterificagdo (metilagdo) para a
obtengdo dos metil-ésteres dos dcidos graxos, seguida de cromatografia
gasosa, a fim de se determinar o perfil de dcidos graxos do dleo."”

A determinac¢do dos dcidos graxos foi realizada em cromatégrafo
a gds modelo 3400-Varian equipado com detector de ionizacdo de
chama e coluna capilar modelo CPSil 88. O gas de arraste foi hidro-
génio UP fluxo a 1,0 mL min™'. Os dcidos graxos foram identificados
pela comparagdo dos tempos de retencdo com padrdes e quantificados
por normalizag¢@o de dreas. Foram utilizados padrdes diluidos em
hexano e foi injetado 1 pL.

A determinag¢do da concentragio de tolueno foi feita em croma-
tografo a gas equipado com detector de ionizagdo de chama e coluna
capilar de metil silicone, utilizando amostrador headspace.'*'" A
concentracio dos componentes da amostra foi calculada por padro-
nizagdo externa, a partir de uma mistura padrao, preparada em matriz
de natureza similar a da amostra e concentra¢do préxima a dos consti-
tuintes a serem determinados. A partir dos resultados de concentracdo
do composto nos diferentes tempos de amostragem, calculou-se a
eficiéncia de remocdo do composto através da Equagao 2:

Eficiéncia (%) = ((C, - C))/ C )*100 2)

onde C € a concentracdo do composto (mg/kg); e x e y € o tempo de
amostragem (dias).

Analises microbiolégicas

A contagem de microrganismos no solo foi estimada através do
método de NMP (niimero mais provavel).'® Primeiramente, a amostra
de solo foi homogeneizada com agua destilada estéril na propor¢ao
de 1:9 em Blender durante 2 min. Posteriormente procederam-se
diluigdes até 10 em placas de cultivo de 24 pogos.

Para a determinagdo de microrganismos heterotréficos totais, foi
utilizado o meio R2A (250 pL) em placas de cultivo de 96 pogos,
adicionado de 10 pL de cada dilui¢do. As placas foram incubadas a
30 °C durante 14 dias e o crescimento microbiano foi determinado por
turbidimetria. Para a determinagio de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos foi utilizado o meio Bushnell-Hass e uma solucio de
cloreto de tetrazélio (TTC) como indicador. Ap6s a inoculagdo (10 pL)
de cada diluigdo, as placas foram inoculadas com 10 uL de tolueno. As
placas foram incubadas a 30 °C durante 14 dias e o crescimento micro-
biano foi determinado por desenvolvimento de cor violeta (indicando
reducio do indicador via respiragdo).”” Para a determinagéo de fungos
foi utilizado o meio Czapek’s, adicionado de 10 pL de cada dilui¢ao.
As placas foram incubadas a 30 °C durante 14 dias e o crescimento
microbiano foi determinado por turbidimetria. A populacdo microbiana
foi entdo determinada usando-se tabelas de NMP.?

Analises de nitrogénio e fosforo total

A determinagdo de nitrogénio total foi realizada pelo método de
Micro-Kjeldhal e a determinacdo de fésforo total através de método
colorimétrico utilizando molibdato de amonio.”!

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos foram realizados em sistemas abertos e em local
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protegido de intempéries. A temperatura local foi monitorada ao longo
do processo, sendo a minima 14 e a maxima 28 °C.

O solo utilizado nos experimentos foi classificado como areia fina,
com composi¢do de 3,44% de grdo, 1,15% de areia muito grossa,
18,43% de areia grossa, 14,20% de areia média, 59,01% de areia fina
e 3,77% de areia muito fina.

Analises microbiolégicas

A populagdo microbiana presente nos solos foi monitorada duran-
te 90 dias de experimento. A Figura 1 mostra os valores encontrados
da enumeracdo de microrganismos heterotréficos totais e fungos para
os experimentos com derrames de 6leo de pescado bruto. A Figura
2 mostra os valores encontrados de microrganismos heterotréficos
totais, fungos e microrganismos degradadores de hidrocarbonetos
para os experimentos contendo tolueno.
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Figura 1. Estimativa do niimero de microrganismos presentes nos solos con-
taminados com dleo de pescado bruto ao longo de 90 dias de experimento.
(a) Microrganismos heterotrdficos totais. (b) Fungos. ¥ Exp.1; B Exp. 2;
® FExp. 3; A Exp. 4; » Exp. 5; X Exp.6

As maiores densidades populacionais foram encontradas nos
tempos entre 15 e 60 dias de processo para os solos contaminados
com tolueno e entre 30 e 90 dias para os solos contaminados com
6leo de pescado. No periodo de 60 a 90 dias foi verificada reducao
na concentracdo de microrganismos. A faixa ideal de umidade do
solo para processos de biodegradacgdo estd compreendida entre 12 e
30%.% Inicialmente a umidade do solo dos experimentos foi ajusta-
da a 12%. No entanto, ao longo dos dias foi verificado aumento da
temperatura local, variando de 14 a 28 °C, o que pode ter favorecido
a evaporacdo da dgua do solo. Além disso, semanalmente o solo foi
revolvido para promover aeracio ao meio, o que pode também ter
auxiliado no processo de evaporacdo da dgua e favorecido a reducdo
da concentracdo de microrganismos.
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Figura 2. Estimativa do niimero de microrganismos presentes nos solos
contaminados com tolueno ao longo de 90 dias de experimento. (a) Micror-
ganismos heterotrdficos totais. (b) Fungos. (c¢) Microrganismos degradadores
de hidrocarbonetos. * Exp.1; B Exp. 2; ® Exp. 3; A Exp. 4; » Exp. 5; X
Exp. 6, ® Exp. 7

A populacio microbiana encontrada no experimento 1 (controle)
de ambos os compostos mostrou freqiientemente ser menor que nos
demais experimentos, ao longo do processo. Nas primeiras semanas
ndo foi verificada reduco consideravel dos microrganismos indicando
que estes ndo foram afetados de forma negativa com a presenca dos
contaminantes. Os experimentos contendo fertilizantes apresenta-
ram as maiores densidades microbianas, mostrando que a adi¢io
de fontes de nitrogénio e fésforo aos solos estimulou o crescimento
dos microrganismos.

Os experimentos adicionados de surfactantes mostraram aumento
da populagdo de microrganismos quando comparado ao experimento
1 (controle). A maior concentra¢do de fungos foi encontrada nos
experimentos contendo biossurfactante. Foi verificado o crescimento
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de Aspergillus fumigatus nos experimentos 3 e 5, o que pode ser
relacionado ao fato de o biossurfactante adicionado aos solos ndo
ter sofrido etapa prévia de esteriliza¢do, podendo ter permanecido
esporos de Aspergillus fumigatus no extrato surfactante.

O experimento 7 (branco), realizado apenas para o estudo de
solos contaminados com tolueno, tinha por finalidade verificar as
perdas abidticas durante o processo. No entanto, de acordo com
o mostrado na Figura 2, verifica-se que em 7 dias de experimento
foi detectada a presenca de microrganismos heterotréficos totais e
fungos. Isso ocorreu, muito provavelmente, devido a exposicdo do
solo ao ambiente local.

Analises de nutrientes

O contetido de nitrogénio total nos ensaios de bioestimulacio
(2, 5 e 6) apresentou queda pronunciada nos primeiros 45 dias de
experimento. Em alguns ensaios houve aumento do conteddo de
nitrogénio no tempo entre 45 e 90 dias de processo. Este aumento
pode ser relacionado a provavel produgdo, pelos microrganismos
presentes no solo, de metabdlitos secunddrios extracelulares ao
longo do tempo.

O contetdo de nitrogénio total nos solos contaminados com dleo
de pescado (Figura 1Sa - material suplementar), no periodo de 90
dias reduziu 0,25% ao utilizar-se bioestimulagdo (experimento 2),
0,20% quando se utilizou bioestimulagdo e dispersante (experimento
6) e 0,11%, com bioestimulagdo e biossurfactante (experimento 5).
As maiores taxas de reducio foram 66,66 e 64,10% para os ensaios
6 e 2, respectivamente. Em relacdo aos solos contaminados com
tolueno (Figura 1Sb), reducdes de 0,50; 0,43 e 0,37% no contetido
de nitrogénio em 90 dias foram obtidas nos experimentos 5, 2 e 6,
respectivamente. As maiores taxas de redugdo foram obtidas para os
ensaios 2 (89,58%) e 5 (87,72%).

O contetdo de fésforo total nos ensaios 5 e 6 reduziu ao longo do
tempo. Observaram-se taxas de redugio de 12,5%, para o experimento
contendo dispersante e bioestimulag@o nos solos contaminados com
6leo de pescado, e 14,28 e 23,08%, para os ensaios 5 e 6, respecti-
vamente, nos solos contaminados com tolueno (Figura 2S). O ensaio
5 (biossurfactante e bioestimulagdo) apresentou altas redugdes nos
conteddos de nitrogénio e fésforo e alta populagdo microbiana, indi-
cando que as fontes de nitrogénio e fésforo no meio foram utilizadas
pelos microrganismos, favorecendo o seu desenvolvimento.

Os microrganismos necessitam de fontes de nutrientes para seu
crescimento. Nitrogénio, fésforo e potdssio sdo os principais nutrien-
tes inorganicos adicionados ao solo para favorecer o crescimento
microbiano e, conseqiientemente, aumentar a taxa degradativa do
contaminante. O nitrogénio pode ser adicionado na forma de uréia,
cloreto de amonio ou nitrato de amonia. Estas fontes de nitrogénio
sdo facilmente assimiladas pelo metabolismo microbiano. J4 o fésforo
pode ser adicionado na forma de fosfato de sédio, fosfato de potdssio,
sais orto-fosfdrico e polifosfato.*

Degradacio dos contaminantes

A Figura 3 mostra a eficiéncia de remoc¢ao do éleo de pescado
bruto em termos de lipidios totais para os periodos de 0 a 30, 30 a
60 e 60 a 90 dias de processo. Nos primeiros 30 dias de processo foi
evidenciada maior reducdo do teor de lipidos totais. Para avaliar o
nivel de degradac@o do dleo de pescado bruto nos ensaios, levou-se
em consideracdo o ensaio controle (experimento 1), o qual apresentou
reducdo de 23,07% de lipidios totais ao longo de 90 dias de processo.
Assim, os experimentos 2, 3 e 4 apresentaram redugdo total de 23,57;
15,47 e 17,38%, respectivamente, no contetdo de lipidios totais.

A andlise de dcidos graxos (Tabela 3) nos extratos lipidicos
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Figura 3. Eficiéncia de remogdo de oleo de pescado bruto com base no teor
de lipidios totais para diferentes intervalos de tempo.[__10 a 30 dias;
30 a 60 dias; HIB 60 a 90 dias

Tabela 3. Composicao (%) de dcidos graxos do 6leo de pescado bruto
no tempo de 0 e 90 dias para os diferentes experimentos

Exp. t(zr:’az()’ C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0
0 024 136 065 048 1,12 nd 015 003
Y90 026 139 036 034 063 003 009 003
0 023 140 065 042 1,14 002 015 003
2 90 009 067 027 019 071 006 013 002
0 017 100 056 030 1,00 003 0,14 0,02
390 011 081 025 023 050 nd 007 002
0 024 137 063 047 1,04 002 014 003
Y90 016 100 030 024 054 002 006 001
0 018 1,17 067 045 127 005 020 003
> 90 002 024 006 010 022 002 003 001
) 0 017 117 067 035 130 005 021 003

90 0,04 0,61 008 026 032 005 0,06 0,03

Acidos graxos: C14:0, dcido miristico; C16:0, dcido palmitico;
C16:1; 4cido palmitoléico, C18:0, dcido estedrico; C18:1, 4cido
oléico; C18:2, acido linol€ico; C18:3, acido linolénico; C20:0, acido
araquidico. nd = ndo detectado

mostrou haver modificac@io na estrutura do 6leo, uma vez que apre-
sentou reducd@o dos teores da maioria dos dcidos graxos analisados.
As reducdes dos teores de dcidos graxos variaram de 0,02 a 1,05%.
Para os ensaios 1 a 4, o dcido graxo de maior quantidade presente
nos extratos lipidicos no inicio do processo foi o 4cido palmitico
(C16:0). A maior reducio no conteido de dcidos graxos ao longo
do tempo para o experimento 2 foi de 0,73% de dcido palmitico
(C16:0) e 0,50% de 4cido oléico (C18:1) para os experimentos 3
e 4. Os ensaios 5 e 6 apresentaram as maiores taxas de degradacio
ao longo de 90 dias, alcancando reducdes de 59,47 e 40,21% no
contetddo de lipidios totais, respectivamente. O maior decréscimo
no contetdo de 4cidos graxos para os experimentos 5 e 6 foi obtido
para o 4cido oléico (C18:1), os quais apresentaram redugdes de 1,05
e 0,98%, respectivamente.

O uso de dispersante quimico favoreceu o processo de degradagdo
do dleo de pescado quando comparado a utilizagdo de biossurfac-
tante. No entanto, ao utilizar-se biossurfactante juntamente com
bioestimulante, verificou-se maior taxa de degradacdo. A utilizagio
de dispersante quimico juntamente com o fertilizante pode ter cau-
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sado alguma reacéo quimica, causando o retardamento do processo
de degradacdo.

Os ensaios utilizando fertilizantes mostraram maior contagem
de microrganismos, indicando que os nutrientes estimularam o
crescimento microbiano. De acordo com a andlise de nutrientes,
verifica-se que as maiores reducdes de nitrogénio foram obtidas nos
experimentos 2 (bioestimulagdo) e 6 (bioestimulacdo e dispersante
quimico) em 90 dias de processo e para os ensaios 2 e 5 (bioestimu-
lacdo e biossurfactante) em 45 dias. A utiliza¢do de biossurfactante
juntamente com bioestimulante mostrou favorecer o processo de
degradac@o, apresentando maior reducdo do contetido de 6leo quando
comparada aos demais tratamentos.

Os experimentos de biodegradacio de tolueno em solos con-
taminados foram realizados durante 90 dias, sendo que em 21 dias
de experimento a concentraciio de tolueno encontrada foi reduzida
significativamente a valores menores que 3 mg/kg (Figura 4), que
corresponde ao limite de detec¢cdo do método empregado. De acordo
com a legislaco, o valor limite de exposi¢do de humanos ao tolueno
corresponde a 78 ppm (48 h/semana).”

O experimento 1 foi realizado com o objetivo de verificar a
capacidade dos microrganismos endégenos do solo em degradar
0 contaminante e o experimento 7 para verificar a quantidade de
tolueno evaporada. O experimento 1 apresentou reducdo da con-
centrag@o de tolueno ao longo do tempo, por vezes maior que 0s
demais experimentos. O experimento 7 apresentou diminui¢do da
concentracio de tolueno ao longo do tempo, indicando que houve
perdas por volatilizacdo do composto. Durante o processo foi feito o
controle da temperatura local. Nos primeiros 14 dias, a temperatura
variou de 14 a22 °C, sendo que as mais altas temperaturas alcangadas
foram de 24 e 28 °C, no final do processo. As temperaturas 6timas de
biodegradagio de hidrocarbonetos usualmente sdo entre 15 e 30 °C.**
No entanto, devido ao fato de os experimentos serem mantidos em
local aberto, estando expostos a contaminacio, parte desta reducio
pode ter ocorrido por atividade microbiana e ndo somente por perdas
abidticas. Segundo a andlise microbioldgica, crescimento microbiano
foi detectado em 7 dias de experimento.

A Figura 4 mostra a eficiéncia de remog¢do do tolueno para os
periodos de 0 a 4,4 a7 e 7 a 14 dias de processo. Nos primeiros 4
dias de experimento, os solos mostraram maiores taxas de reducéo na
concentracio de tolueno nos experimentos 3 (64,35%) e 1 (55,85%)
e apresentaram baixa eficiéncia de remocao (6,95%) no experimento
4 (dispersante quimico).

Entre 4 e 7 dias de processo, verifica-se que maior taxa de
degradacdo foi obtida para os experimentos 3 (biossurfactante) e
5 (biossurfactante e biostimulagdo), obtendo-se valores de 97,24 e
99,19%, respectivamente. A menor taxa de remogio foi obtida para o
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Figura 4. Eficiéncia de remogdo de tolueno para diferentes intervalos de

tempo.__10 a 4 dias; 4a7dias; I 7 q 14 dias
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experimento utilizando dispersante quimico (experimento 4), o qual
apresentou redu¢@o de 68,16%. No periodo de 7 a 14 dias, reducio
de 100% foi obtida para os experimentos 3 (biossurfactante), 4 (dis-
persante) e 5 (biossurfactante e bioestimulagao).

Avaliando o processo apenas durante os primeiros 7 dias, verifica-
se que a maior remocdo de tolueno foi obtida quando se utilizou
biossurfactante (99,01%) e para o experimento com biossurfactante
e bioestimulagdo (99,52%). Entretanto, € importante citar que o ex-
perimento com solo estéril (branco) apresentou remogao de 98,00%,
mostrando que a evaporacdo do composto contribuiu de forma expres-
siva na remog¢ao do contaminante do solo, enquanto o experimento 1
apresentou remocao de 96,06%. Assim, evidencia-se que a utilizagdo
de biossurfactantes, apesar da diminuta fracdo de remog¢ao, mostrou
contribuir para a elimina¢do do composto.

Os experimentos utilizando biossurfactante apresentaram taxas
de remocao mais elevadas em 4, 7 e 14 dias de processo.

Diferentes surfactantes tém sido testados em diferentes solos e
poluentes e t€ém mostrado estimular a degradacdo de poluentes or-
ganicos.” A capacidade de um surfactante em aumentar rapidamente
a biodegradagdo de um composto orginico depende do grau para o
qual a biodisponibilidade organica ¢ aumentada pelo surfactante.
Em estudos anteriores foi verificado leve aumento na biodegradacio
induzido por biossurfactantes para 4 constituintes testados da gaso-
lina (tolueno, m-xileno, naftaleno e 1,2,4-trimetilbenzeno), sendo a
maior degradagdo observada para o 1,2,4-trimetilbenzeno, o qual
foi degradado em 7 dias na presenga de biossurfactante e em 12 dias
para o controle.”

No periodo de 7 dias, a taxa de remogdo de tolueno ao utilizar-
se bioestimulagdo foi de 84,17%, com dispersante quimico foi de
70,37%, e com dispersante quimico juntamente com bioestimulagdo
foi 97,29%. Ao utilizar-se biossurfactante ou dispersante quimico
juntamente com bioestimulacio, a taxa de remog¢do aumentou quan-
do comparada com os experimentos em que se utilizou somente
surfactantes. A maior popula¢do de microrganismos foi encontrada
nos experimentos contendo surfactantes e bioestimulacdo, quando
comparados aos experimentos contendo apenas surfactantes. A adi-
¢do de biossurfactantes mostrou aumentar a biodisponibilidade do
contaminante a0 microrganismo, uma vez que na sua presenga houve
aumento da degradacido do composto. Além disso, altas reducdes
no contetdo de nitrogénio foram encontradas para os experimentos
contendo surfactantes e bioestimulagdo.

Os dados mostraram que a adi¢do de nutrientes ao meio favo-
receu o crescimento microbiano. Em estudos realizados com solos
contaminados com 5% (p/p) de borra oleosa proveniente da inddstria
de petrdleo, foi alcangada taxa de degradagdo de 66% em 90 dias
de processo ao se utilizar tratamento com nutrientes inorganicos.?
A adi¢do de fertilizantes inorganicos como fonte de nutrientes para
0s microrganismos € interessante, pois fornece nutrientes ao solo de
forma menos agressora e mais econdmica. Muitos estudos tém rela-
tado que a adicdo de nitrogénio e fésforo aumenta a biodegradagio
de diversos compostos, sem que sejam observados danos ao meio
ambiente. No entanto, em estudos anteriormente realizados visando
o estabelecimento das relacdes nutricionais adequadas para processos
de biorremediagdo de solos contaminados, foi verificado que dosa-
gens excessivas de nutrientes, principalmente de nitrogénio, podem
interferir negativamente no processo de biodegradagdo.?’” Diversos
estudos vém sendo realizados para determinar as concentragdes
6timas de nutrientes a serem adicionadas. A taxa 6tima reportada na
literatura € 100:15:3 para a biodegradagio de hidrocarbonetos.®** Em
estudos de biodegradacio de hidrocarbonetos de petréleo em solos
contaminados, foi verificada taxa de reducdo de 94,5% no experi-
mento controle (solo contaminado) e de 95,5 € 96,8% em solos com
adicdo de fertilizantes inorgénicos.®
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O estudo da biodegradag@o de compostos toxicos, como o tolueno,
¢ importante visto que os maiores problemas de contaminagio de
solos e aqiiiferos causados por derramamentos de gasolina sdo atri-
buidos aos hidrocarbonetos denominados BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xileno). Estes sdo os constituintes da gasolina mais
soliiveis e com maior potencial de lixiviagdo.”

Ao analisar os processos de biodegradagao de tolueno e 6leo de
pescado bruto em solos contaminados, verifica-se que em ambos
0s processos se obteve maior remog¢do dos compostos ao se utili-
zar biossurfactante juntamente com bioestimulante. A utiliza¢do
de fertilizantes aumentou a populacdo microbiana, mostrando ser
uma alternativa interessante para processos de bioestimulagdo. O
processo de descontaminac@o dos solos ocorreu mais rapidamente
para o composto de origem mineral que para o de origem animal,
sendo que o fendmeno de evaporacio influenciou de forma signifi-
cativa na remog¢do do composto. No caso de um derramamento de
tolueno, a utilizacao da técnica de biodegradacio in situ, juntamente
com processo de tratamento de vapores, mostra-se mais adequada,
tendo em vista a curta duragdo do processo. Do ponto de vista
econdmico, o tratamento no préprio local do derrame apresenta-
se mais vantajoso. O composto de origem animal demorou mais
tempo para ser removido quando comparado ao de origem mineral,
no entanto, o processo de biodegradagdo mostrou-se eficiente para
sua remocao.

CONCLUSOES

A utilizagio de biossurfactante produzido por fermentagdo em
estado sdlido a partir do fungo filamentoso Aspergillus fumigatus
favoreceu o processo de degradacao de compostos de origem mineral
e animal em solos contaminados.

O processo de bioestimulacdo mostrou favorecer o crescimento
de microrganismos endégenos do solo e aumentar a taxa degradativa
dos compostos.

A maior eficiéncia de remog¢ado do dleo de pescado bruto foi al-
cangada no experimento contendo biossurfactante e bioestimulacio
(59,47%) em 90 dias de processo. Em relagdo aos experimentos
com tolueno, a maior taxa de remogao (100%) foi obtida em 14 dias
de processo para os ensaios contendo biossurfactante, dispersante
quimico e biossurfactante com bioestimulacdo. Contudo, os resul-
tados mostraram que a taxa de evaporagdo do composto apresentou
influéncia pronunciada na remog¢ao do mesmo no solo, mostrando
taxa de remocdo de 98,00% em 7 dias. Assim, verifica-se que para os
experimentos de biodegradacio de tolueno, a utilizacdo de biossur-
factante e bioestimulante mostrou-se dispensdvel, tendo em vista a
reduzida taxa de remog¢ao em comparagao ao experimento controle.
No entanto, sua utilizagdo mostrou favorecer a remo¢ao, mesmo em
baixas quantidades.

O biosurfactante mostrou-se eficaz no processo de descontami-
nagdo de solos, favorecendo a remogdo do poluente quando utilizado
juntamente com bioestimulante. Tendo em vista sua menor toxicidade
e a possibilidade de obtencdo a partir de substratos renovéveis e de
baixo custo, a utiliza¢do de biossurfactantes, quando comparados aos
surfactantes quimicos, apresenta-se vantajosa tanto do ponto de vista
econdmico quanto ambiental.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As Figuras 1S e 28S apresentando o contetido de nitrogénio total
e fésforo total, respectivamente, nos experimentos com solos con-
taminados com 6leo de pescado e tolueno nos dias 0, 45 e 90 dias,
encontram-se no material suplementar disponivel gratuitamente em
http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDE.

Quim. Nova
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Figura 1S. Conteiido de nitrogénio total nos experimentos (a) solos contaminados com éleo de pescado. (b) solos contaminados com tolueno. 10 dia,
45 dias o HIB 90 dias
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