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RESUMO

LEAL, Aline Jaime, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2009.
Desenvolvimento de inoculantes microbianos para biorremediacéo de
solos contaminados com Oleo diesel ou gasolina. Orientador: Marcos
Rogério Tétola. Coorientadores: Antdnio Galvao do Nascimento, Arnaldo
Chaer Borges e Mauricio Dutra Costa.

No Brasil, os derivados do petroleo, como 6leo diesel e gasolina,
possuem grande importancia econémica, sendo produzidos e distribuidos em
larga escala. Vazamentos acidentais desses combustiveis de tanques de
armazenamento subterraneos sdo causa comum de contaminacgao do solo e de
aguas subterraneas no pais. Nesse tipo de acidente, a remediagdo do solo é
muito importante, uma vez que previne a contaminacdo do lencol freatico.
Neste trabalho, foram desenvolvidos inoculantes microbianos para a
biorremediagdo de solo contaminado com 06leo diesel ou gasolina comercial.
Para isso, composto de residuos solidos urbanos foi enriquecido em
populagdes microbianas com potencial de degradacao de hidrocarbonetos, por
meio de adi¢des freqlientes de 6leo diesel ou gasolina. Durante esse processo,
verificou-se que as populagcbes de bactérias cultivaveis se adaptaram mais
rapidamente ao oleo diesel, havendo inicialmente efeito toxico da gasolina
sobre as mesmas. A adicdo de gasolina ao composto promoveu alteragdes no
perfil de acidos graxos da comunidade microbiana, sendo observado aumento
dos acidos graxos marcadores de bactérias gram-positivas e diminuicdo dos

marcadores de gram-negativas e de actinomicetos. A aplicagao dos inoculantes



microbianos ao solo contaminado com gasolina aumentou a degradacao desse
contaminante, fato atribuido ao estabelecimento de populagbes microbianas
mais resistentes aos efeitos toxicos dos hidrocarbonetos leves contidos nesse
combustivel. No solo contaminado com 6leo diesel, o efeito da aplicagao dos
inoculantes foi menos expressivo, em virtude da elevada eficiéncia de
degradagdo dos microrganismos autoctones do solo. A temperatura de
refrigeragdo foi a mais adequada para o armazenamento dos inoculantes.
Nessa condicdo, houve maior viabilidade das populagdes bacterianas
cultivaveis dos inoculantes e maior eficiéncia de degradagcdo de
hidrocarbonetos no solo. O método desenvolvido neste estudo mostrou-se
simples e eficiente para a producéo de inoculantes aplicaveis a biorremediagao

de solos contaminados com hidrocarbonetos.
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ABSTRACT

LEAL, Aline Jaime, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 20009.
Development microbial inoculant to bioremediation of soils contaminated
with diesel or gasoline.  Adviser: Marcos Rogério Tétola. Co-advisers: Anténio
Galvao do Nascimento, Arnaldo Chaer Borges and Mauricio Dutra Costa.

In Brazil, the petroleum derivatives, such as diesel and gasoline, have
great economic importance, being produced and distributed on a large scale.
Accidental leakages of these fuels from underground storage tanks are a
common cause of contamination of soil and groundwater. The prompt
remediation of soils contaminated with diesel or gasoline is very important, in
order to prevent the contamination of groundwater. In this work, microbial
inoculants for bioremediation of soil contaminated with diesel or gasoline were
developed. For this, compost of municipal solid waste was enriched in microbial
populations with hydrocarbon-degrading potential, by frequent additions of
diesel or gasoline. Populations of culturable bacteria adapted rapidly to the
hydrocarbons present in diesel. On the other hand, hydrocarbons in gasoline
caused a transient toxic effect on these populations. The addition of gasoline to
the compost caused changes in the fatty acid profile of the microbial
community; an increase of fatty acid markers of gram-positive bacteria and the
reduction of gram-negative and actinomycetes fatty acids were observed. The
application of microbial inoculants to soil contaminated with gasoline increased
the degradation of this contaminant. This is due to the establishment of

microbial populations more resistant to the toxic effects of soft hydrocarbons

Xii



which are into this fuel. In the soil contaminated with diesel, the effect of
inoculants was less significant, due to the high efficiency of degradation of
indigenous soil microorganisms. The temperature of refrigeration was the most
suitable for the storage of inoculants. Under this condition, higher counts of
cultivable bacterial populations and increased efficiency of degradation of
hydrocarbons in soil were obtained. The method developed in this study proved
to be simple and efficient for the production of microbial inoculants used for the

bioremediation of hydrocarbons-contaminated soils.
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INTRODUCAO GERAL

O aumento da populagcdo humana e da atividade econémica mundial é
invariavelmente acompanhado de uma crescente demanda por energia. De
acordo com a Organizagdo dos Paises Exportadores de Petroleo (OPEC,
2007), 90% do suprimento comercial de energia é proveniente de combustiveis
fésseis. No Brasil, assim como em outros paises, o 6leo diesel e a gasolina
possuem grande importancia para o setor de transportes. Nos ultimos anos,
houve aumento no consumo e na produgdo desses combustiveis (ANP -
Agéncia Nacional do Petréleo, 2008). O relatério da Petrobras de 2006 revelou
crescimento de 7% na comercializagdo de gasolina e de 1% na de dleo diesel
no mercado interno. Em 2008, o Brasil produziu 127 milhdes de barris de
gasolina e 255 milhdes de barris de 6leo diesel (ANP - Agéncia Nacional do
Petréleo, 2008).

As formulacdes especificadas para 6leo diesel e gasolina no pais tentam
minimizar a emissao de poluentes prejudiciais ao ambiente e a saude humana.
No caso do dleo diesel, desde 1994, a Petrobras produz dois tipos de dleo - o
metropolitano e o interior. O metropolitano possui menor teor de enxofre, sendo
consumido em regides que necessitam de 6leo com menor emissao de didxido
de enxofre. Ja a gasolina € uma mistura com aproximadamente 23% de etanol,
que € adicionado no momento em que a mesma € colocada no caminhdo-

tanque para ser levada aos postos revendedores (SILVA, 2002).



Vazamentos acidentais de gasolina e de outros derivados do petréleo de
tanques de armazenamento subterraneos sdo causa comum de contaminagao
do solo e de aguas subterrdneas no pais, pois a maioria desses tanques foi
implantada ha mais de 15 anos e sem nenhum tipo de fiscalizagdo no momento
de sua instalagcao (MELO JUNIOR e COSTI, 2004).

Os estudos realizados por CORSEUIL e FERNANDES (1999) indicam
que contaminagdes do lengol freatico causadas pela gasolina comercial
brasileira podem ter maior magnitude do que as provocadas por gasolinas
convencionais de outros paises. Isso decorre da habilidade do etanol de
aumentar a solubilidade dos hidrocarbonetos de petrdleo em agua. Os
experimentos realizados por esses pesquisadores mostram que fracbes de
etanol na fase aquosa na faixa de 10% aumentam em 30% a massa dos
hidrocarbonetos benzeno, tolueno e xileno (BTX). Esse efeito de co-solvéncia,
responsavel pela maior concentracdo de compostos organicos hidrofébicos na
agua, é maior para os xilenos, que sdo os compostos menos soluveis dentre os
BTX. Assim, é provavel também que altas concentragbes de etanol na agua de
aquiferos facilitem a maior solubilizacdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAH), que sdo muito hidrofébicos e altamente nocivos a saude

humana.

A biorremediagdo € um tratamento que tem sido utilizado na
recuperacao de ambientes contaminados com petréleo e seus derivados. Essa
biotecnologia ¢é promissora por possuir, em geral, melhor relagado
custo/beneficio do que técnicas fisico-quimicas, que sdo mais caras, de dificil
implementagédo e que necessitam de monitoramento continuo para alcangarem
resultados desejaveis (LI et al.,, 2000; BAPTISTA et al., 2005). Técnicas de
biorremediagdo apresentam grandes possibilidades de desenvolvimento no
Brasil, uma vez que o pais apresenta condi¢gdes climaticas favoraveis a
biodegradagao de contaminantes (JACQUES et al., 2007).

A biorremediacao consiste na mineralizacdo ou na transformacao de
contaminantes em formas menos toxicas, efetuadas por diferentes grupos de
microrganismos (VIDALI, 2001). Esse processo, que tende a ocorrer
naturalmente, pode ser acelerado de duas maneiras: (i) pela bioestimulagéo, a

incitagdo da atividade catabdlica dos microrganismos autéctones, por meio da



adicdo de nutrientes minerais limitantes, do suprimento de oxigénio ou outros
aceptores de elétrons e da adequacédo de fatores como temperatura, pH e
umidade ou (ii) pela bioaumentagéo, a inoculagdo de uma populagdo ou de um
consorcio de microrganismos eficientes na degradagdo dos contaminantes
(GOGOI et al., 2003; BAPTISTA et al., 2005; MARIANO et al., 2007). A forma
mais simples de biorremediacdo é a atenuacao natural, na qual ha somente o
monitoramento da degradagcdo natural do contaminante no ambiente

contaminado, sem que haja intervengéo de outra natureza.

A comparacgdo entre as trés estratégias de biorremediagdo em solos
contaminados com Oleo diesel - atenuagao natural, bioestimulagdo e
bioaumentacdo - demonstrou que os resultados sao sitio-especificos e que
variam especialmente com o tipo de solo (BENTO et al., 2005). Como exemplo,
solo proveniente de Long Beach, Califérnia, foi o que apresentou a maior taxa
de degradagdo de hidrocarbonetos totais de petroleo (TPH), sendo a
bioaumentacdo com microrganismos pré-selecionados do proprio solo o
tratamento mais eficiente. Ja no solo coletado em Hong Kong, em que a
degradacao de TPH foi considerada como fraca, a atenuagao natural resultou
na maior atividade microbiana e, consequentemente, na maior taxa de

degradacgéao dos hidrocarbonetos.

Os tipos predominantes de hidrocarbonetos na matriz contaminada e o
tempo de contaminacdo também afetam a eficiéncia da biodegradagdo. O
processo de “envelhecimento” dos contaminantes diminui a sua
biodisponibilidade aos microrganismos e resulta na permanéncia das fragbes
recalcitrantes no solo (MARQUEZ-ROCHA et al.,, 2001; TRINDADE et al.,
2005). Para aumentar a solubilidade aquosa de contaminantes de natureza
hidrofébica, como a maioria dos hidrocarbonetos de petréleo e dos solventes
organicos, tem sido sugerida a adicdo de surfactantes, incluindo os de origem
microbiolégica, ou de microrganismos que os produzam (CARMICHAEL e
PFAENDER, 1997; STRAUBE et al., 1999; JACQUES et al., 2007).

O sucesso da bioaumentacado depende da utilizagdo dos microrganismos
adequados, assim como da sobrevivéncia e da atividade dos mesmos no
ambiente a ser tratado. Possivelmente, o maior problema enfrentado no

desenvolvimento de inoculantes para bioaumentagdo seja o uso de um unico



critério para a selecdo dos microrganismos, qual seja a habilidade de degradar
os contaminantes, ndo sendo considerado seu potencial em se proliferar,
sobreviver e se manter ativo no sitio alvo (THOMPSON et al., 2005).

No presente trabalho, o enriquecimento de populagdes microbianas foi
realizado em condicbes de oscilagdo de temperatura e de umidade, para
induzir tolerancia a essas variaveis que interferem na adaptacéao e eficiéncia de
biodegradagdo no sitio alvo. Outro aspecto relevante foi o da selecdo de
populacdes microbianas mistas sem o isolamento em meio de cultivo, fato
importante, uma vez que microrganismos nao-cultivaveis podem também atuar
na degradacdao de hidrocarbonetos. O substrato utilizado para o
desenvolvimento dos inoculantes microbianos foi composto de residuos soélidos
urbanos maturado. Esse residuo foi escolhido por apresentar caracteristicas
desejaveis aos inoculantes microbianos, a saber: elevada diversidade
microbiana; alta capacidade de adsorcao de hidrocarbonetos, podendo prevenir
a volatilizagdo de n-alcanos de baixo peso molecular; estabilidade bioldgica,
por ser um material constituido de substancias humicas e de uma matriz sélida
relativamente inerte; baixa relagado C:N (ISHII et al., 2000; NAMKOONG et al.,
2002), além do fato de atuar como condicionador de solos (STEGER et al.,

2003), melhorando suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas.



CAPITULO |

DESENVOLVIMENTO DE INOCULANTES MICROBIANOS PARA
BIORREMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS COM OLEO
DIESEL OU GASOLINA



RESUMO

LEAL, Aline Jaime, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2009.
Desenvolvimento de inoculantes microbianos para biorremediacéo de
solos contaminados com Oleo diesel ou gasolina. Orientador: Marcos
Rogério Tétola. Coorientadores: Antdnio Galvao do Nascimento, Arnaldo
Chaer Borges e Mauricio Dutra Costa.

A contaminagdo de solos e aguas superficiais e sub-superficiais por
hidrocarbonetos de petréleo € um grave problema ambiental. Técnicas de
biorremediagcao tém sido utilizadas na recuperagdo desses ambientes para
uma condi¢cdo semelhante a encontrada no ambiente ndo contaminado, em
termos de biodiversidade e fun¢des do ecossistema. O objetivo deste estudo foi
desenvolver inoculantes microbianos capazes de degradar o6leo diesel ou
gasolina no solo. Foram desenvolvidos dois tipos de inoculantes por
combustivel. Para isso, realizou-se o enriquecimento de composto de residuos
sélidos urbanos em microrganismos degradadores de hidrocarbonetos por
meio de adi¢cdes frequentes de Oleo diesel ou gasolina. Foram realizados
ensaios respirométricos para se determinar a concentragdo mais adequada de
combustivel a ser adicionada ao composto. Nesse ensaio, observou-se o efeito
da dose dos contaminantes e do ajuste da umidade sobre a produgao de CO..
Os tratamentos com ajuste da umidade e com a maior concentragdo dos
contaminantes (50 mL.kg™) apresentaram a maior evolugdo de CO,. Durante o
desenvolvimento dos inoculantes, mudangas na estrutura da comunidade

microbiana foram avaliadas pela enumeracdo de populacbes de bactérias



cultivaveis e analise de ésteres metilicos de acidos graxos ligados por ligacéao
ester (EL-FAME). Foi observada a ocorréncia de uma fase de
adaptacao/selecdo nos primeiros dias de desenvolvimento dos inoculantes.
Nos tratamentos com o6leo diesel, as populacdes de bactérias cultivaveis se
adaptaram mais rapidamente, enquanto que nos tratamentos com gasolina,
verificou-se efeito inibitdrio transiente desse combustivel sobre as populagdes
bacterianas. A analise de EL-FAME foi realizada apenas para os tratamentos
com adi¢ao de gasolina, por ndo ter sido possivel eliminar a interferéncia dos
hidrocarbonetos contidos no éleo diesel na analise dos EL-FAME. O perfil de
acidos graxos total dos inoculantes foi influenciado pela adicao de gasolina ao
composto e pelo tempo de incubagcdo do mesmo. Observaram-se também
mudangas no perfil de acidos graxos dos marcadores de grupos microbianos.
O marcador de fungos predominou em todas as fases e tratamentos; os
marcadores de bactérias apresentaram maiores oscilagdes, variando com o

tipo de inoculante e com o tempo de amostragem.



ABSTRACT

LEAL, Aline Jaime, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 20009.
Development microbial inoculant to bioremediation of soils contaminated
with diesel or gasoline.  Adviser: Marcos Rogério Tétola. Co-advisers: Anténio
Galvao do Nascimento, Arnaldo Chaer Borges and Mauricio Dutra Costa.

The contamination of soils and surface and sub-surface water with
petroleum hydrocarbons is a serious environmental problem. Bioremediation
techniques have been used in the recovery of these environments to a condition
similar to that found in the uncontaminated environment in terms of biodiversity
and ecosystem functions. This study aimed at developing microbial inoculants
for bioremediation of soils contaminated with diesel or gasoline. Two types of
inoculants were developed for each fuel, based on the enrichment of compost
from municipal solid waste with hydrocarbons-degrading microorganisms by
frequent additions of diesel or gasoline. Respirometric analyses were used to
determine the best concentration of fuel to be added to the compost. Highest
CO; emission rates were obtained in treatments with moisture adjustment and
with the highest concentration of contaminants, 50 mL.kg". During the
development of inoculants, changes in microbial community structure were
evaluated by the enumeration of culturable bacteria and by analysis of ester-
linked fatty acid methyl esters (EL-FAME). It was observed the occurrence of an
adaptation/selection phase of heterotrophic bacteria at the beginning of the

development of inoculants. In treatments with diesel, the population of



culturable bacteria adapted more quickly, whereas in treatments with gasoline,
an inhibitory effect of this fuel on the bacterial populations was observed. The
analysis of EL-FAME was used only for the treatments with gasoline, because
the method for the removal of diesel interference on EL-FAME analysis was not
efficient. Fatty acids profiles of inoculants were influenced by the addition of
gasoline to the compost. Changes in EL-FAME profiles were also observed
along the incubation period. EL-FAME characteristic of fungi were predominant
during inoculum development. Markers of bacteria showed higher oscillation,

depending on the type of inoculant and the time of sampling.



1 INTRODUCAO

A contaminacdo de solos e aguas superficiais e sub-superficiais por
hidrocarbonetos de petroleo € um grave problema ambiental, causado por
acidentes e vazamentos durante a extracao, transporte e refino do petrdleo, ou
durante o armazenamento de seus derivados em postos revendedores. A
recuperacao desses ambientes tem sido intensamente estudada e novas
tecnologias desenvolvidas para essa finalidade.

As técnicas de biorremediagdo sao utilizadas para acelerar a
biodegradagao de contaminantes e recuperar o ambiente contaminado para
uma condicdo semelhante a encontrada no estagio original, em termos de
biodiversidade e fungdes do ecossistema (ROLING et al., 2002; STROUD et
al., 2007). Para assegurar a 6tima atividade biolégica durante o processo de
biorremediacdo € comum a manipulacdo do ambiente e das populacdes
microbianas envolvidas no processo de biodegradagao (STROUD et al., 2007).
Assim, algumas aproximagdes podem ser empregadas, a exemplo da
bioestimulagéo pela otimizagédo dos fatores ambientais; da bioaumentagéo, em
que se efetua a inoculagado de microrganismos degradadores do contaminante;
aumento da biodisponibilidade dos contaminantes por meio da aplicagado de
surfactantes ou de microrganismos que os produzam (GOGOI et al., 2003;
BAPTISTA et al.,, 2005; MARIANO et al.,, 2007; STROUD et al., 2007;
CARMICHAEL e PFAENDER, 1997; STRAUBE et al., 1999; JACQUES et al.,
2007).
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A recomendacgao da bioaumentagao € assunto ainda controverso entre
0s pesquisadores da area. Alguns estudos demonstram que a degradagéo é
acelerada com a utilizacdo de microrganismos al6ctones (STRAUBE et al.,
1999; WU et al., 2008), enquanto outros apontam sua ineficiéncia quando se
compara com a bioestimulacdo ou apenas com a atenuagdo natural
(TRINDADE et al., 2005; GALLEGO et al., 2001; RUBERTO et al., 2009). O
sucesso da bioaumentagcdo depende da utilizagdo de microrganismos
adequados e da sobrevivéncia e atividade dos mesmos no habitat alvo.
Evidencia-se, assim, que a utilizacdo de um unico critério para a selecao de
isolados, a habilidade de degradar os contaminantes, pode nao ser a melhor
estratégia (THOMPSON et al., 2005).

No presente estudo de desenvolvimento de inoculantes microbianos
capazes de degradar 6leo diesel ou gasolina no solo, o enriquecimento de
populagdes microbianas foi realizado utilizando-se como substrato composto
de residuos sdlidos urbanos maturado. Durante o processo de enriquecimento,
o substrato foi mantido em condi¢cdes de oscilagao de temperatura e umidade,
para induzir tolerdncia a variagdes de fatores ambientais que interferem na
adaptacdo das populagdes e na eficiéncia de biodegradagao no sitio alvo.
Outro diferencial foi o do enriquecimento de populacdes microbianas mistas,
sem o isolamento em meio de cultivo, fato importante quando se considera que
microrganismos nao-cultivaveis podem também atuar na degradagcdo de
hidrocarbonetos.

Em estudos recentes, a utilizagdo de residuos organicos na
bioestimulacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos tem alcangado
resultados satisfatorios (SARKAR et al., 2005; TEJADA et al., 2008). Composto
de residuos sodlidos urbanos foi o substrato escolhido neste trabalho por
apresentar caracteristicas desejaveis aos inoculantes microbianos, tais como:
elevada diversidade microbiana; alta capacidade de adsorcdo de
hidrocarbonetos, podendo prevenir a volatilizagdo de n-alcanos de baixo peso
molecular; estabilidade bioldgica, por ser constituido de substancias humicas e
de uma matriz sélida relativamente inerte e baixa relacdo C:N (ISHII et al.,
2000; NAMKOONG et al., 2002), além de ser um bom condicionador de solos
(STEGER et al.,, 2003), melhorando suas propriedades fisicas, quimicas e

biolégicas. Dessa forma, o material pode funcionar como um substrato
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adequado para o desenvolvimento de inoculantes que serdo dispostos em
solos, sem causar impacto negativo nesse ambiente.

Durante o enriquecimento do composto, o impacto da adicdo de 6leo
diesel ou gasolina sobre a comunidade microbiana foi avaliado pela contagem
de bactérias cultivaveis e analise de ésteres metilicos de acidos graxos ligados
por ligagdes eéster (EL-FAME). A contagem de populagdes cultivaveis € uma
maneira rapida de se avaliar o efeito dos contaminantes sobre esses
microrganismos, bem como sua toxicidade no solo (OSTERREICHER-CUNHA
et al.,, 2009). Ja o método EL-FAME possui a grande vantagem de ser
independente de cultivo, dando informagao mais abrangente sobre a estrutura

das comunidades microbianas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Substrato para o desenvo Ivimento dos inoculantes

O substrato utilizado para o desenvolvimento dos inoculantes foi
composto de residuos soélidos urbanos maturado, obtido da Usina de
Reciclagem e Compostagem de Lixo do municipio de Coimbra, MG. O
composto foi peneirado através de malha de 5 mm e analisado quanto as suas

propriedades fisicas e quimicas (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e quimicas do composto de residuos solidos
urbanos utilizado para producao dos inoculantes microbianos

Caracteristica Valor
Umidade (%) 24,78
CRA (%) 59,62
pH (H20) 8,5
MO (%) 19,32
C org (%) 4,83
P (%) 0,47
N total (%) 1,16
Metais pesados* mg.kg *
Cd 3,29
Cr 31,80
Pb 51,25
Ni 22,07

CRA: capacidade maxima de retencdo de agua; MO: matéria organica; C org: carbono
organico. * Teor de metais pesados do composto de residuos sélidos urbanos esta de acordo
com o recomendado na Circular Técnica da Embrapa (SILVA et al., 2002) para disposi¢ao no
1solo, ou seja, cadmio (Cd) £ 5, chumbo (Pb) < 150, cromo (Cr) < 200 e niquel (Ni) < 100 mg.kg"
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2.2 Determinacdo da concentracdo de Oleo diesel ou gasolina a ser
adicionada ao composto de residuos sélidos urbanos

A concentracdo adequada de Oleo diesel ou gasolina para o
enriquecimento de populagdes microbianas degradadoras de hidrocarbonetos
foi determinada testando-se as proporgdes de 0, 10, 20 e 50 mL.kg'1 desses
combustiveis em relagdo a massa seca do composto. Para isso, amostras de
10 g de composto, com relagcdo C:N:P ajustada para 100:10:2, foram
contaminadas com os combustiveis e analisadas quanto a evolucdo de CO; em
um respirdbmetro dotado de um detector de infravermelho, com fluxo
intermitente de ar (Sable System, NE, USA). As amostras sob analise foram
recontaminadas a cada cinco dias adicionando-se a mesma concentracao

inicial de 6leo ou gasolina (10, 20 e 50 mL.kg™") para novas avaliacdes.

A influéncia da umidade na biodegradacdo dos combustiveis foi
verificada em cada um dos tratamentos, sob duas condi¢cdes estabelecidas, a
primeira em que nédo houve ajuste da umidade e, na outra, em que o ajuste
correspondeu a 60% da capacidade maxima de retencédo da agua (CRA). Nos
tratamentos com corregcao da umidade, ajustes subsequentes foram realizados
quando o teor de umidade atingia 40% da CRA, que foi determinado pela perda
de massa do composto contido no frasco respirométrico, de modo que a
variagdo foi mantida entre 40 e 60% da CRA. Durante o experimento, os
frascos respirométricos permaneceram em temperatura constante de 30 °C.
Como controle, utilizou-se composto n&o-contaminado com derivados do
petroleo. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
em esquema fatorial 4x2, com quatro concentracbées de combustivel e duas

condi¢cdes de umidade, com 3 repeticdes para cada combustivel.

2.3 Desenvolvimento dos inoculantes

Os inoculantes foram desenvolvidos a partir do enriquecimento de
composto de residuos solidos urbanos com o6leo diesel ou gasolina. Durante
esse procedimento, foram testados dois tempos de contaminacédo para cada

combustivel (Tabela 2), sendo menor o intervalo para a gasolina, por possuir
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hidrocarbonetos mais leves e, supostamente de mais facil biodegradagao do
que o oleo diesel. Antes do enriquecimento, a relagdo C:N:P do composto foi
corrigida para 100:10:2 e a umidade para 60% da CRA. Cada tratamento foi
conduzido com trés repeticdes, sendo utilizados 2 kg de composto maturado

por parcela experimental.

Tabela 2 - Frequéncia de aplicacdo de dleo diesel (D) e gasolina comercial (G)
para o desenvolvimento dos inoculantes microbianos em composto
de residuos sélidos urbanos

Intervalo de tempo entre as

Tratamentos* aplicagdes de 6leo diesel ou
gasolina
Oleo diesel
AD 4 dias
BD 8 dias
C Composto nao-enriquecido
Gasolina
AG 3 dias
BG 6 dias
C Composto nao-enriquecido

* O composto de residuos sdlidos urbanos (2 kg) foi acondicionado em bandejas plasticas e
contaminado com 50 mL.kg™" de dleo diesel ou gasolina comercial em relagio a4 massa seca do
composto. Os tratamentos foram incubados em ambiente aberto, durante 18 dias para os
tratamentos com adicdo de gasolina e 24 dias para os com dleo diesel. O teor de agua foi
mantido entre 40% e 60% da CRA e a relagao C:N:P ajustada inicialmente para 100:10:2.

O composto foi acondicionado em bandejas plasticas, colocadas em
ambiente com temperatura variavel, ficando sujeito a perda de umidade, que foi
corrigida periodicamente para 60% da CRA quando o teor de umidade chegava
a 40% da CRA. A temperatura foi registrada e o composto revolvido
diariamente. O tratamento composto nao-enriquecido consistiu de composto

nao-contaminado com o6leo diesel ou gasolina, com relagdo C:N:P ajustada
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para 100:10:2 e umidade corrigida para 60% da CRA, mantido nas mesmas

condicdes dos inoculantes.

2.4 Anélises dos inoculantes

As analises de enumeracao de populagdes bacterianas cultivaveis e de
ésteres metilicos de acidos graxos ligados por ligacado éster (EL-FAME) dos
inoculantes foram realizadas nas amostras coletadas nos tempos 0, 1, 2, 3, 6,
12 e 18 dias para os tratamentos com gasolina e nos tempos de 2, 4, 8, 16 e 24
dias para os tratamentos com Oleo diesel. A amostragem foi realizada
anteriormente a adicdo dos combustiveis. O composto n&o-enriquecido
também foi analisado do mesmo modo que os inoculantes nos periodos

indicados acima.

2.4.1 Enumeracao de populacdes bacterianas cultivaveis

Para a contagem de populagdes de bactérias heterotroficas cultivaveis,
10 g de cada inoculante foram diluidos em 95 mL de pirofosfato de sodio a
0,1% (massa/volume). Apos agitagao a 200 rpm por 20 min, foram realizadas
diluicbes seriadas e plaqueamento de 0,1 mL em placas contendo agar
nutriente. Para inibir o crescimento fungico, foi adicionada ciclohexamida (50
mg.L™") ao meio. As placas foram incubadas a 30 °C até a contagem das
colonias formadas. Essa andlise foi realizada a partir do segundo dia do inicio

da produgao dos inoculantes.

2.4.2 Anadlise de ésteres metilicos de acidos graxos ligados por ligagao éster
(EL-FAME)

Primeiramente, foi desenvolvido um método para a remogao dos
hidrocarbonetos dos combustiveis antes da extracdo dos acidos graxos. Para
isso, em cada amostra de 1 g de massa fresca, foram adicionados 3 mL de

agua destilada esterilizada e 1 mL de hexano. Apds homogeneizagdo, as
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amostras foram centrifugadas a 544 g por 15 minutos. A seguir, a camada de
hexano contendo os hidrocarbonetos foi removida, seguindo-se a remog¢ao da
agua. A agua foi utilizada somente para a visualizagdo das fases distintas,
composto, agua e hexano. Esse processo foi repetido trés vezes.

Para extracao dos acidos graxos foi utilizado o método EL-FAME, como
descrito por SCHUTTER e DICK (2000), com modificagdes. Foi realizada uma
reducado de 1/3 do volume dos reagentes e da amostra. Na ultima etapa do
processo, o solvente, contendo os FAME, foi evaporado em estufa a vacuo até
secagem completa e o residuo foi ressuspendido em 1:3 do volume original do
solvente de corrida. Em seguida, as amostras foram analisadas em
cromatégrafo a gas Agilent Technologies 7890. A identificagdo dos acidos
graxos foi feita pelo sistema Sherlock da Microbial Identification System®
(MIDI, Newark, DE, EUA), utilizando-se os métodos de referéncia ITSA, IR2A
ou RTSBA. Os acidos graxos marcadores dos grupos microbianos analisados
estdo representados na tabela 3. A partir dos dados obtidos nos
cromatogramas, foi calculada a proporcéo relativa de cada marcador especifico

em relacao ao total de marcadores analisados.

Tabela 3 - Acidos graxos marcadores usados na determinacdo dos grupos
microbianos presentes nos inoculantes microbianos e no composto
nao-enriquecido

ACIDOS GRAXOS GRUPO DE

MARCADORES MICRORGANISMO FONTE
Klamer e Baath (1998),
17:1w8c; 16:1wSc Bactérias gram-negativas Kato e Miura (2008)

Klamer e Baath (1998),
i/a15:00; i16:00; i/a17:00  Bactérias gram-positivas Kato e Miura (2008)

Klamer e Baath (1998),

.00- . : : Steger et al. (2005),
10Me17:00; 10Me18:0 Actinomicetos Kato e Miura (2008)

Klamer e Baath (1998),

17:1w8c; 16:1w5hc, Steger et al. (2005),

i/a15:00; i16:00; i/a17:00, Bactérias totais Steger et al. (2007)

10Me17:00; 10Me18:0 Kato e Miura (2008),
18:1w9c Fungos Klamer e Baath. (1998),

Steger et al. (2007)
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3 RESULTADOS

Nos ensaios respirométricos para determinagcdo da concentragcdo mais
adequada de O6leo diesel ou gasolina a ser usada na produgdo dos
inoculantes,verificou-se interacdo entre a concentracdo desses combustiveis e
a umidade (p < 0,05). As maiores taxas de evolugdo de CO, ocorreram nos
tratamentos em que a umidade foi corrigida periodicamente (Figuras 1 e 2). A
resposta da comunidade microbiana a contaminagcao com hidrocarbonetos foi
especifica para cada combustivel, sendo mais acentuada para o d6leo diesel. A
taxa de produgcdo de CO, aumentou de forma consideravel durante os
episodios de recontaminacg&o e ajuste da umidade do composto (Figuras 1 A e
2A).

O efeito da dose dos combustiveis foi observado nos tratamentos com
ajuste da umidade, ocorrendo maior producdo de CO, e, portanto, maior
degradacgédo dos contaminantes, nos tratamentos que receberam as maiores
doses dos mesmos (Figuras 1 e 2). Assim, considerou-se o melhor tratamento
para producdo dos inoculantes o composto adicionado de 50 mL.kg'1 dos
combustiveis e com ajuste da umidade.

Durante o desenvolvimento dos inoculantes, as temperaturas minima e
maxima registradas foram de 21 e 38 °C, ocorrendo varia¢des diarias de até 13
°C entre as mesmas.

A analise dos dados relativos a enumeragao de bactérias cultivaveis
(Figura 3) mostra a ocorréncia de uma fase de adaptacao/selegdao nos
primeiros dias de desenvolvimento dos inoculantes. Apos 12 dias, houve um
rapido crescimento das populagdes bacterianas nos dois inoculantes
enriquecidos com gasolina (Figura 3 A). Nos tratamentos com 6leo diesel, o
crescimento bacteriano foi maior, principalmente apos 8 dias de enriquecimento
(Figura 3 B). Obteve-se maior contagem de bactérias heterotréficas nos
inoculantes A para ambos os combustiveis (Figura 3). O resultado reflete o
enriquecimento especifico de populagdes que utilizam hidrocarbonetos de
petréleo, estimuladas pela aplicagdo mais frequiente de hidrocarbonetos no

inoculante A (Tabela 2).
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Figura 1 - Atividade respiratéria da comunidade microbiana de composto de
residuos solidos urbanos em resposta a aplicacdo de gasolina
comercial. A) Taxa de produgédo de CO,. B) Produgdo acumulada
de CO,. Foram aplicadas as doses de 0, 10, 20 e 50 mL.kg'1 de
gasolina comercial ao composto de residuos solidos urbanos. No
tratamento controle, ndo foi adicionada gasolina. Tratamentos que
tiveram sua umidade mantida entre 40 e 60% da CRA durante o
experimento sido indicados por + umidade. As setas indicam os
episodios de contaminagao (C) e/ou ajuste da umidade (U).
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Figura 2 - Atividade respiratéria da comunidade microbiana de composto de
residuos solidos urbanos em resposta a aplicagéo de oleo diesel.
A) Taxa de produgédo de CO,. B) Produgdo acumulada de CO..
Foram aplicadas as doses de 0, 10, 20 e 50 mL.kg'1 de 6leo diesel
ao composto de residuos sélidos urbanos. No tratamento controle,
nao foi adicionado o6leo diesel. Tratamentos que tiveram sua
umidade mantida entre 40 e 60% da CRA durante o experimento
sao indicados por + umidade. As setas indicam os episodios de
contaminagao (C) e/ou ajuste da umidade (U).
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O composto nao-enriquecido apresentou variagao pouco expressiva da
contagem de populagdes bacterianas heterotroficas, comparativamente aos

tratamentos contaminados com gasolina ou 6leo diesel (Figuras 3).
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Figura 3 - Populagcdao de bactérias heterotréficas cultivaveis durante o
desenvolvimento dos inoculantes. A) Gasolina. B) Oleo diesel.
Composto nao-enriquecido ® , inoculante A O, inoculante B V.
Nos inoculantes A, a aplicagéo de gasolina ocorreu a cada 3 dias
e do d6leo diesel a cada 4 dias. Nos inoculantes B, o intervalo de
contaminagao foi de 6 dias para gasolina e 8 para o 6leo diesel.

O procedimento para remocado dos combustiveis antes da extracdo dos
EL-FAME foi eficiente para o tratamento com gasolina, uma vez que, na analise
de agrupamento dos perfis de acidos graxos, o perfil do composto adicionado
de gasolina, analisado logo apds a aplicagdo do contaminante, agrupou-se com
o tratamento-controle, composto nao-contaminado (Figura 4). Ja os
hidrocarbonetos constituintes do o6leo diesel nao foram completamente
removidos do composto, havendo interferéncia dos hidrocarbonetos na analise
e interpretacdo dos perfis de EL-FAME (Figura 4). Assim, no restante do
experimento, foram realizadas analises de EL-FAME somente para os

tratamentos que receberam adi¢cdo de gasolina.
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Figura 4 - Dendrograma da analise de agrupamento dos perfis de ésteres
metilicos de acidos graxos ligados por ligacao éster (FAME) apds a
extracdo dos combustiveis do composto de residuos solidos
urbanos com hexano. Os numeros 1, 2 e 3 representam as
repeticoes de cada amostra. No tratamento-controle n&o foi
aplicado 6leo diesel nem gasolina.

A analise de agrupamento dos perfis de acidos graxos demonstrou nao
haver diferencas nos EL-FAME analisados entre zero e 3 dias (dados n&o-
apresentados), indicando que, nesse periodo, a composigdo da comunidade
microbiana n&o se alterou em resposta a aplicagao da gasolina. Esse resultado
€ coerente com os dados da contagem de populag¢des heterotroficas (Figura 3
A). Desse modo, optou-se por avaliar somente os EL-FAME extraidos nos
tempos 0, 6, 12 e 18 dias de incubagdo do composto contaminado com
gasolina (Figura 5).

De acordo com a analise de componente principal (PCA) dos dados de
EL-FAME, observou-se que as mudangas no perfil dos acidos graxos dos
inoculantes foram influenciadas pela adicdo de gasolina e pelo tempo de
incubacdo do composto (Figura 5). As amostras do tempo zero ficaram
dispostas no grupo I, no qual observa-se também a presenga do composto

nao-enriquecido do décimo oitavo dia.

22



e AG.18d

PC2

C.18d
. a(C

/N

BG AG

= Composto
l I l l I

-2 0 2 4 6

PC1

Figura 5 - Analise de componentes principais dos perfis de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME) durante o desenvolvimento dos inoculantes
da gasolina. C: composto n&o-enriquecido; AG: inoculante A da
gasolina; BG: inoculante B da gasolina: composto: originalmente
utilizado neste estudo sem aditivos. Foram analisadas amostras nos
tempos zero (sem indicagdo), seis (6d), doze (12d) e dezoito dias
(18d). | — amostras do tempo zero e composto ndo-enriquecido do
décimo oitavo dia, Il — amostras do sexto dia, Ill — amostras do
décimo segundo dia, IV — amostras do décimo oitavo dia.

Quanto aos acidos graxos marcadores dos grupos microbianos, no
tempo zero, nos inoculantes AG e BG, ocorreu uma redugao dos marcadores
de bactérias gram-positivas e de fungos e aumento consideravel dos
marcadores de actinomicetos (> 2,3 vezes) em relagdo ao composto n&o-
enriquecido (Figuras 6 C e D).

O grupo Il corresponde as amostras com seis dias de incubagao, Nesse
tempo de amostragem, observa-se maior discrepancia do perfil de acidos
graxos do inoculante AG em relagdo as outras amostras (Figura 5). O
inoculante AG recebeu maior quantidade de gasolina, que foi contaminado a
cada trés dias, o que aparentemente impds maior perturbagdo na comunidade

microbiana. Essas perturbagbes se refletiram no aumento dos acidos graxos
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marcadores de bactérias gram-positivas e redugado dos marcadores das gram-
negativas e actinomicetos, em relagdo ao composto nao-enriquecido (Figura 6
C).

Houve pequeno efeito da gasolina sobre o perfil dos acidos graxos do
inoculante BG, que foi contaminado apenas uma vez antes da amostragem
(tempo zero), havendo maior similaridade com o perfil do composto n&o-
enriquecido (Figura 5).

Mudangas mais acentuadas no perfil de acidos graxos dos inoculantes
AG e BG e do composto nao-enriquecido foram verificadas no décimo segundo
dia (Figura 5). Nesse tempo de amostragem, foi observada a maior proporgao
relativa de marcadores de fungos em todos os tratamentos. Observou-se ainda
reducdo dos acidos graxos marcadores de bactérias gram-positivas e
oscilagdes dependentes do tratamento para as gram-negativas e actinomicetos
(Figura 6).

A PCA revelou que as amostras do décimo oitavo dia ficaram mais
proximas das do tempo zero e do sexto dia (Figura 5). Nessa fase, houve um
aumento dos marcadores para gram-positivas e diminuicado dos marcadores de
gram-negativas e de actinomicetos nos inoculantes, sendo essa redugao mais
acentuada para o inoculante AG (Figura 6 C e D). A diminuigdo dos
marcadores para actinomicetos, nessa época de avaliagdo, também foi

observada no composto nao-enriquecido (Figura 6 B).
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Figura 6 - Propor¢des relativas de acidos graxos marcadores para os seguintes
grupos microbianos: bactérias gram-positivas, bactérias gram-
negativas, actinomicetos, bactérias totais e fungos. As bactérias
totais compreendem a soma dos acidos graxos marcadores das
bactérias gram-positivas, gram-negativas e actinomicetos. A -
composto sem aditivos; B - composto nao-enriquecido com adigao
de nutrientes e umidade corrigida; C - inoculante A; D - inoculante B.
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4 DISCUSSAO

Durante as analises respirométricas, ficou evidenciada a importancia do
controle da umidade no processo de biodegradagdo dos combustiveis. Tanto o
ajuste da umidade como os eventos de adicdo dos contaminantes levaram a
um aumento na taxa de producgédo de CO; (1 A e 2 A). O revolvimento do
composto realizado durante esses episodios pode ter contribuido para isso,
uma vez que favoreceu o contato do contaminante com os microrganismos
(SEMPLE et al., 2006). Deste modo, a fracdo bioacessivel - potencialmente
disponivel (SEMPLE et al., 2004) - pode ter se tornado disponivel aos
microrganismos.

A exposicao prévia de comunidades microbianas a contaminantes
organicos induz adaptagoes fisioldgicas e sele¢do dos microrganismos capazes
de metaboliza-los. As sucessivas aplicagdes de 6leo diesel ou de gasolina ao
composto ocasionaram resposta rapida e acentuada dos microrganismos,
sugerindo a adaptagcdo dos mesmos aos hidrocarbonetos presentes nesses
combustiveis. Essa resposta, visualizada por meio da taxa de producido de
CO,, foi dose-dependente, sendo mais elevada nas maiores concentracdes dos
contaminantes (Figuras 1 e 2).

Durante o desenvolvimento dos inoculantes, observou-se rapida
adaptacdo das populacbes bacterianas heterotroficas cultivaveis nos
tratamentos com dleo diesel, com aumento consideravel da contagem desse
grupo apos 8 dias de enriquecimento (Figura 3). Nos inoculantes para gasolina,

o efeito inibitorio sobre as populagdes bacterianas foi constatado e pode estar
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relacionado a presenca de hidrocarbonetos mais leves nesse combustivel, que
sdo mais toxicos aos microrganismos (LABUD et al., 2007). Portanto, a
expressao de mecanismos de tolerancia ou resisténcia é requerida, o que leva
a uma maior fase lag para adaptagao dos microrganismos a esses compostos.
O efeito tdxico da gasolina também foi observado por OSTERREICHER-
CUNHA et al. (2009), ao analisarem populagbes bacterianas do solo. Esses
pesquisadores constataram que a toxicidade da gasolina foi mais prolongada
nos tratamentos com gasolina acrescida de etanol, o mesmo tipo de gasolina
utilizada neste estudo.

Na gasolina comercial brasileira, tanto os hidrocarbonetos
monoaromaticos benzeno, tolueno e xileno (BTEX) quanto o etanol contribuem
para a toxicidade desse combustivel. Dada a propriedade lipofilica dos
hidrocarbonetos, os mesmos tendem a se acumular na membrana plasmatica
das células, causando uma permeabilizacdo inespecifica da mesma
(DULDHARDT et al., 2007; ISKEN e BONT, 1996; ISKEN e BONT, 1998).
Deste modo, esses compostos interferem na integridade da membrana
plasmatica, bem como nas suas funcbées como barreira, matriz para enzimas e
transdutora de energia (ISKEN e BONT, 1998).

Varios mecanismos de tolerancia a esses compostos orgéanicos tém sido
descritos, tais como: diminuigdo da fluidez da membrana plasmatica com a
modificagdo da configuragdo cis para trans dos acidos graxos insaturados
(HEIPIEPER e BONT, 1994; ISKEN e BONT, 1996) ou saturagao das cadeias
acil dos acidos graxos (SIKKEMA et al., 1995); reduc&o da hidrofobicidade da
parede celular por meio de alteracbes nos polissacarideos da membrana
externa em bactérias gram-negativas (SIKKEMA et al., 1995; ISKEN e BONT,
1996); efluxo ativo dos contaminantes (ISKEN e BONT, 1996); perda de
porinas, evitando-se com isso a entrada dos hidrocarbonetos (AONO e
KOBAYASHI, 1997); aumento do tamanho da célula, diminuindo sua area
superficial e, assim, reduzindo a ligagdo do composto tdéxico a sua superficie
(NEUMANN et al., 2005). A comunidade microbiana do composto nao utilizou a
isomerizagdo de seus acidos graxos insaturados como mecanismo de
tolerdncia a gasolina, visto que, na analise de ésteres metilicos de acidos
graxos, nao foi encontrada a configuragdo trans (dados n&o-mostrados).

Portanto, outros mecanismos de adaptacdo devem ter sido empregados.
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A prevaléncia de bactérias gram-positivas, incluindo os actinomicetos,
nos inoculantes deve-se supostamente a composi¢ao microbiana do composto
maturado (Figura 6 A), uma vez que essas bactérias sdo mais resistentes ao
aumento da temperatura ocorrido na fase termdfila durante a compostagem. Ja
as gram-negativas tendem a ser eliminadas durante essa fase, podendo
recolonizar o composto ao final do processo. A concentragado de acidos graxos
marcadores de bactérias gram-positivas, acidos graxos ramificados, e de gram-
negativas, acidos graxos hidroxil e de cadeia reta, podem ser indicativos da
maturidade do composto (KATO et al., 2005). Ha uma correlagéo positiva entre
a concentragao de acidos graxos ramificados com parametros fisico-quimicos e
bioldgicos utilizados para avaliar a maturidade do composto, sendo inversa
essa relacdo para os acidos graxos hidroxil e de cadeia reta. Assim, no
composto maturado ha o predominio de &acidos graxos marcadores para
bactérias gram-positivas em detrimento das gram-negativas, caracteristica que
se mantém mesmo depois de prolongado periodo de armazenamento (KATO et
al., 2005). Os marcadores para fungos sdo dominantes na fase de maturagéo
ou fase mesdfila da compostagem (AMIR et al., 2008). O mesmo foi observado
no composto utilizado neste estudo (Figura 6 A).

ApOs as sucessivas contaminagdes com gasolina, mudangas na
proporgao relativa dos acidos graxos marcadores para 0s grupos microbianos
foram observadas. A predominancia dos marcadores para fungos se manteve
como originalmente encontrado no composto de residuos solidos urbanos,
assim como, dentre as bactérias, os marcadores para gram-positivas foram
mais abundantes. Nos inoculantes, o efeito da contaminacéo foi marcado pelo
aumento dos marcadores para gram-positivas e diminuicdo dos marcadores
para gram-negativas e actinomicetos.

Os microrganismos tém diferentes estratégias de sobrevivéncia para se
adaptarem as condigbes do ambiente. Os estrategistas r sdo caracterizados
pela alta taxa de crescimento e apresentam elevada atividade metabdlica
quando ha disponibilidade de substrato (THOMPSON et al., 2005). Ja os
estrategistas K tém como principais caracteristicas a eficiéncia de utilizagdo do
substrato, o crescimento lento e a atividade metabdlica reduzida, porém
constante (MARGESIN et al., 2007; THOMPSON et al., 2005). Em termos de

bioaumentacdo, quando ha constante contaminagdo do ambiente,
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microrganismos com maior sobrevivéncia no meio podem degradar o
contaminante lenta e continuamente (estrategistas K). Porém, em episddios
esporadicos de contaminagdo, a inoculagcdo de estrategistas r é mais
vantajosa, uma vez que altas concentragbes do contaminante estimulardo o
seu rapido crescimento e atividade metabdlica (THOMPSON et al., 2005). As
bactérias gram-negativas sado tipicamente caracterizadas como sendo
estrategistas r, enquanto que as gram-positivas sdo predominantemente
estrategistas K (MARGESIN et al., 2007). Porém, tem sido verificado que as
bactérias podem mudar sua estratégia de sobrevivéncia de acordo com os
fatores ambientais, como relatado para Bacillus spp., que pode, em condi¢oes
otimas, exibir crescimento caracteristico de estrategistas r (GOLOVLEV, 2001).
Neste estudo, a adicdo de gasolina ao composto de residuos sélidos urbanos
favoreceu as populagdes de gram-positivas e, por estarem mais bem
adaptadas as condi¢gdes do composto, foram melhores competidoras do que as

gram-negativas.
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5 CONCLUSOES

Membros da comunidade microbiana presentes em composto de
residuos solidos urbanos maturado s&o eficientes na degradagado de

hidrocarbonetos constituintes do 6leo diesel e da gasolina.

Doses elevadas de oOleo diesel ou gasolina, juntamente com o controle
da umidade, favorecem o enriquecimento de populagbes capazes de degradar

os hidrocarbonetos presentes nesses combustiveis.

As populagcdes de bactérias heterotréficas cultivaveis presentes no
composto de residuos soélidos urbanos adaptam-se mais rapidamente ao 6leo

diesel do que a gasolina.

A adicdo de gasolina ao composto promove alteragdes no perfil de

acidos graxos da comunidade microbiana.

Mudancgas nas proporgdes relativas dos acidos graxos marcadores para
0S grupos microbianos: bactérias gram-positivas, gram-negativas, bactérias
totais, actinomicetos e fungos sdo observadas durante o desenvolvimento dos

inoculantes da gasolina.

30



O acido graxo marcador para fungos é predominante e se mantém mais
constante; os marcadores para bactérias apresentam maiores oscilagdes e séo

dependentes do tipo de inoculante e do tempo de amostragem.
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CAPITULO I
EFICIENCIA DE INOCULANTES MICROBIANOS NA

DEGRADACAO DE HIDRO CARBONETOS EM SOLO
CONTAMINADO COM OLEO DIESEL OU GASOLINA
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RESUMO

LEAL, Aline Jaime, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2009.
Eficiéncia de inoculantes microbia nos na degradacado de hidrocarbonetos
em solo contaminado com 6leo diesel ou gasolina. Orientador: Marcos
Rogério Tétola. Coorientadores: Antdnio Galvao do Nascimento, Arnaldo
Chaer Borges e Mauricio Dutra Costa.

Neste estudo foi avaliada a eficacia de inoculantes microbianos na
degradacao de hidrocarbonetos de petréleo em solos contaminados com 6leo
diesel ou gasolina comercial. Aléem da bioaumentagédo do solo, também se
realizou a bioestimulagdo com ajuste de nutrientes (N e P) e umidade. O solo
foi contaminado com 20 mL.kg" de dleo diesel ou gasolina, seguindo-se a
aplicagao dos inoculantes e do composto n&o-enriquecido em microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos nas proporgdes de 10, 30 ou 50 g.kg™. A
avaliagcdo da degradacdo dos contaminantes foi baseada na evolugéo de CO..
Nos tratamentos com Oleo diesel, adotou-se também a analise de
hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH). No solo contaminado com gasolina,
verificou-se interacdo entre a concentragao e o tipo de indculo adicionado ao
solo. A maior evolugdo de CO, foi observada no solo que recebeu a maior
concentragdo dos inoculantes da gasolina. No solo contaminado com o6leo
diesel, foi verificado apenas o efeito do tipo de inéculo adicionado ao solo,

sendo que os tratamentos com adicdo dos inoculantes do 6leo diesel
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apresentaram maior evolugao de CO, do que os que receberam composto nao-
enriquecido. Os microrganismos autéctones do solo foram mais eficientes na
degradacgao de dleo diesel do que da gasolina, provavelmente por causa dos
efeitos toxicos causados pelos hidrocarbonetos mais leves da gasolina. A maior
porcentagem de degradagcéo de TPH provenientes do oleo diesel (98 e 99%)
ocorreu quando foi aplicada a dose de 30 g.kg™' dos inoculantes e do composto
nao-enriquecido ao solo. Alteragdes no perfil de acidos graxos do solo foram
observadas apds a aplicacédo dos inoculantes e do composto nao-enriquecido,
ocorrendo aumento dos acidos graxos marcadores de fungos e diminui¢do dos
marcadores de actinomicetos. Apds a analise da eficiéncia dos inoculantes
recém-preparados, esses foram armazenados em temperatura ambiente e sob
refrigeracdo durante 97 dias os do oleo diesel e 103 dias os da gasolina.
Verificou-se, por meio da enumeracado de bactérias heterotroficas cultivaveis,
que a temperatura de refrigeragao foi a mais adequada para a manutencgao da
viabilidade dos inoculantes. Foi observada também redugdo dos acidos graxos
marcadores de bactérias gram-positivas e aumento dos de fungos nos
inoculantes da gasolina, independentemente da temperatura de
armazenamento. Outro ensaio respirométrico foi conduzido para se verificar a
eficiéncia dos inoculantes, apds armazenamento, em degradar hidrocarbonetos
do dleo diesel ou da gasolina no solo. Os inoculantes apresentaram maior
eficiéncia de degradagcdo apds armazenamento sob refrigeracdo. Os
inoculantes do 6leo diesel mantiveram as porcentagens de degradagao de TPH
proximas das obtidas antes do armazenamento. Ja os inoculantes da gasolina
apresentaram reducdo da eficiéncia de degradacdo. Os inoculantes
microbianos foram eficientes na degradacdo de hidrocarbonetos no solo,

mesmo apds armazenamento por periodo prolongado.
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ABSTRACT

LEAL, Aline Jaime, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2009.
Efficiency microbial inoculant in biodegradation of hydrocarbon in soil
contaminated with diesel or gasoline. Adviser: Marcos Rogério Toétola. Co-
advisers: Antonio Galvédo do Nascimento, Arnaldo Chaer Borges and Mauricio
Dutra Costa.

This study evaluated the effectiveness of microbial inoculants in the
degradation of petroleum hydrocarbons in soil contaminated with diesel or
gasoline. Apart from the soil bioaugmentation, it was also made the
biostimulation with adjustment of nutrients (N and P) and moisture. The soil was
contaminated with 20 mL.kg™" of diesel or gasoline. After that, it was made the
application of inoculants and non-enriched compost in microbial decomposers
of hydrocarbons in the proportions of 10, 30 or 50 g.kg™. The evaluation of the
degradation of contaminants was based on the evolution of CO,. In the
treatments with diesel, it was adopted also the analysis of total petroleum
hydrocarbons (TPH). In the soil contaminated with gasoline, there was an
interaction between the concentration and the type of inoculum added to soil. A
highest CO, evolution was observed in the soil that received the highest
concentration of inoculants from gasoline. In the soil contaminated with diesel, it
was observed only the effect of the type of inoculum added to the soil, and the
inoculants of diesel presented a more significant CO, evolution than the non-

enriched compost. The indigenous soil microorganisms were more efficient in
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the degradation of diesel than the gasoline, probably because of the toxic
effects caused by the lighter hydrocarbons of gasoline. A highest percentage of
diesel TPH degradation (98 and 99%) occurred when it was administered the
dose of 30 g.kg™ of inoculants and non-enriched compost to soil. Changes in
fatty acid profile in the soil were observed after the application of inoculants and
non-enriched compost, because of this, there was an increase of fatty acid
marker of fungi and a reduction in markers of actinomycetes. After analyzing the
efficiency of inoculants freshly prepared, these were stored at room temperature
and under refrigeration for 97 days the inoculants of diesel and for 103 days the
inoculants of gasoline. It was through the enumeration of -cultivable
heterotrophic bacteria, the refrigeration temperature was the most suitable for
maintaining the viability of the inoculants. There was also a reduction of fatty
acid markers of gram-positive bacteria and increase in marker of fungi of
inoculants, regardless of the temperature of storage. Another respirometry test
was conducted to verify the effectiveness of inoculants after storage on
degradation of diesel oil or gasoline in the soil. The inoculants of both fuels had
higher efficiency of degradation after storage under refrigeration. The inoculants
of diesel maintained the percentages of degradation of TPH close to the ones
previous to the storage. But the inoculants of gasoline showed a reduced
efficiency of degradation. The microbial inoculants were effective in the

degradation of hydrocarbons in soil, even after storage for prolonged period.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, os derivados do petroleo, como 6leo diesel e gasolina, sao
predominantes no setor de transportes, tendo grande importancia econémica
no pais. Nos ultimos anos, houve aumento tanto na produgdo quanto no
consumo desses combustiveis (ANP - Agéncia Nacional do Petréleo, 2008).
Em 2008, o Brasil produziu 127 milhdes de barris de gasolina e 255 milhdes de
barris de 6leo diesel (ANP, 2009).

Vazamentos acidentais desses derivados do petréleo de tanques de
armazenamento subterraneos sao causa comum de contaminacéo do solo e de
aguas subterraneas no pais. Esses acidentes tém como principal causa o fato
da maioria desses tanques ter sido implantada ha mais de 15 anos e sem
nenhum tipo de fiscalizagdo no momento de sua instalacdo (MELO JUNIOR e
COSTI, 2004). De acordo com dados da Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental de Sao Paulo (CETESB, 2008), vazamentos em postos
revendedores de combustiveis foram responsaveis por 78% das areas
contaminadas registradas no estado de S&o Paulo. Nesse tipo de acidente, a
remediacdo do solo € muito importante, uma vez que previne a contaminagao
do lencol freatico (MARIANO, 2006).

A biorremediagdo é uma biotecnologia que tem sido utilizada para
remediar solos contaminados, podendo ser efetuada por diferentes grupos
microbianos, que mineralizam ou transformam os contaminantes em formas
menos toxicas (VIDALI, 2001). Alguns fatores afetam a eficiéncia de

biodegradagao dos contaminantes, como os tipos predominantes de moléculas
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contaminantes, as caracteristicas do solo e o tempo decorrido desde a
contaminagao. De modo geral, os hidrocarbonetos mais facilmente degradaveis
sdo o0s primeiros a serem utilizados pelos microrganismos do solo,
permanecendo os mais recalcitrantes, que sao transformados ou degradados
por microrganismos com maior flexibilidade metabdlica. O tipo de solo, além de
influenciar a biodisponibilidade dos contaminantes, também afeta a estrutura, a
atividade e a densidade das comunidades microbianas (SCHERR et al., 2007;
LABUD et al., 2007). Solos com alto conteudo de matéria organica e argila
retém mais intensamente os contaminantes, diminuindo sua biodisponiblidade
e, consequentemente, os efeitos toxicos dos mesmos sobre os microrganismos
(LABUD et al., 2007). A redugdo da biodisponibilidade com o tempo
transcorrido desde o evento da contaminagao também favorece a permanéncia
da frag&o recalcitrante no solo (MARQUEZ-ROCHA et al., 2001; TRINDADE et
al., 2005).

A biorremediacido € um processo que tende a ocorrer naturalmente, mas
pode ser acelerada pela otimizacdo de fatores ambientais (bioestimulacéo),
pela introducdo de microrganismos capazes de degradar os contaminantes
(bioaumentagdo) e pela aplicacdo de surfactantes para aumentar a
biodisponibilidade dos contaminantes (GOGOI et al., 2003; BAPTISTA et al.,
2005; MARIANO et al.,, 2007; STROUD et al., 2007; CARMICHAEL e
PFAENDER, 1997; STRAUBE et al, 1999; JACQUES et al, 2007). A
bioestimulacdo € empregada quando os microrganismos autoctones possuem
a capacidade de degradar os contaminantes, mas fatores ambientais limitam
sua atividade. Contudo, a estratégia de bioaumentagao é vantajosa quando os
microrganismos autoctones sao incapazes de metabolizar os contaminantes ou
quando um eventual efeito téxico dos mesmos tenha reduzido ou eliminado as
populagdes autdctones importantes para o processo de biodegradacao
(VOGEL, 1996).

A sobrevivéncia e atividade dos microrganismos introduzidos no solo
dependem da sua adaptacao aos fatores bidticos e abidticos encontrados
nesse ambiente (FANTROUSSI e AGATHOS, 2005). Os fatores bidticos mais
relevantes para a bioaumentagdo sdo a predagcdo dos microrganismos
aloctones adicionados ao ambiente, bem como a competicdo desses com os

microrganismos autoctones (VAN VEEN et al.,, 1997). Os fatores abidticos
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compreendem a disponibilidade de nutrientes, o suprimento de oxigénio,
condigbes de temperatura, pH e umidade, entre outros (VAN VEEN et al.,
1997). Assim, para que a estratégia de bioaumentagao seja bem sucedida, os
microrganismos introduzidos devem possuir vantagens adaptativas, além da
capacidade de degradar os contaminantes. Considera-se, deste modo, que a
selecdo dos microrganismos degradadores dos contaminantes € a etapa critica
da bioaumentacdo. Quando se utilizam meios de cultivo para o isolamento de
estirpes potencialmente aplicaveis a bioaumentacdo, somente a fracdo de
microrganismos degradadores cultivaveis € selecionada. O uso de métodos de
enriquecimento que compreendam também os microrganismos nao-cultivaveis
pode também ser importante, uma vez que esses podem atuar na degradacao
de hidrocarbonetos. Além disso, na bioaumentagao, a utilizacdo de culturas
mistas possui algumas vantagens em relagao as culturas puras, que s&o: maior
capacidade biodegradativa, maior resisténcia a substancias tdxicas e maior
diversidade metabdlica, atributo geralmente requerido para a mineralizagéo de
compostos xenobidticos (MARIANO, 2006).

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de inoculantes microbianos
na degradacao de hidrocarbonetos de petrdleo em solos contaminados com
oleo diesel ou gasolina comercial. Para isso, além da bioaumentagéo do solo,
também se realizou a bioestimulagdo com ajuste de nutrientes (N e P) e
umidade. O efeito da aplicagdo dos inoculantes na degradagdo dos

contaminantes e na composi¢cdo da comunidade microbiana foi avaliado.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizagao dos inoculantes microbianos

Os inoculantes foram produzidos conforme descrito no capitulo I.
Composto nao-enriquecido foi obtido pela fertilizagcdo (N e P) e incubagao do
composto de residuos solidos urbanos nas mesmas condi¢cdes dos inoculantes,

durante o desenvolvimento dos mesmos.

2.2 Caracterizagdo do solo

O solo foi peneirado em malha de 5 mm e analisado quanto as
caracteristicas fisicas e quimicas (Tabela 1), sendo enquadrado na classe
textural de muito argiloso. Apds o ajuste da umidade para 60% da CRA e da
relacdo C:N:P para 100:10:1, o solo foi contaminado com Oleo diesel ou
gasolina, na proporcédo de 20 mL.kg'1 em relacdo a massa seca de solo. Os
contaminantes foram adicionados a superficie do solo e misturados com o

auxilio de uma espatula.



Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e quimicas do solo utilizado para a avaliagéao
da eficiéncia dos inoculantes microbianos na degradagdo de
hidrocarbontetos

Caracteristica Unidade Valor
Areia grossa dag.kg™” 12
Areia fina dag.kg'1 11
Silte dag.kg™ 4
Argila dag.kg™ 73
pH (H,0) unidade de pH 4,8
CRA % 48,89
C org dag.kg 3,20
N total dag.kg™ 0,06
P mg.dm™ 0,5
K mg.dm™ 39
ca® cmol..dm™ 0,33
Mg?* cmol..dm™ 0,01
AP cmol..dm™ 0,77

CRA: capacidade maxima de retencao de agua; C org: carbono organico.

2.3 Efeito da concentracdo dos i noculantes sobre a eficiéncia de
mineralizacdo de hidrocarbonetos em  solo contaminado com 6leo diesel

ou gasolina

Os inoculantes e o composto ndo-enriquecido foram aplicados ao solo
contaminado com d6leo diesel ou gasolina nas proporgdes de 10, 30 ou 50 g.kg
' em relacdo a massa seca do solo.

Na tentativa de se evitar o efeito matriz, ocasionado pela adicdo de mais
matéria organica nas maiores concentragdes do inoculante, quantidades
proporcionais de composto esterilizado foram acrescidas nas demais
concentracdes, de modo a que todos os tratamentos recebessem a mesma
quantidade de composto (Tabela 2). O composto de residuos sélidos urbanos
foi esterilizado com a dose de 25 Mrad de radiagéo y por uma fonte de ®Co no
Laboratorio de lIrradiacdes no Centro de Desenvolvimento da Tecnologia
Nuclear, Belo Horizonte, MG.

Cada inoculante foi adicionado a 60 g de solo contaminado com 6éleo
diesel ou gasolina. Foram realizados tratamentos-controle, um sem adi¢do de

inoculantes, para se avaliar a habilidade de degradagdo dos contaminantes
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pela microbiota autéctone do solo. O segundo controle foi feito com a adi¢cao
apenas de composto esterilizado ao solo para se verificar o efeito da adigcéo
desse condicionador de solos na degradacdo dos hidrocarbonetos pelas
populacdes autoctones. Um terceiro controle foi obtido com ambos, solo e
composto, esterilizados, para se determinar a perda de hidrocarbonetos por
fatores abidticos. Nesses tratamentos, foram utilizados 50 g.kg”' do composto
esterilizado em relacdo a massa seca do solo. O solo foi esterilizado da mesma

forma que o composto.

Tabela 2 - Doses de composto de residuos sélidos urbanos maturado
esterilizado adicionadas aos tratamentos com diferentes
concentragdes dos inoculantes para correcdo do teor de matéria

organica
Concentracédo do inoculante Complemento com composto
(g.kg™ maturado esterilizado (g.kg ™)
10 40
30 20
50 0

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3x3, com trés concentragcbes e trés tipos de inéculos por
combustivel, mais os trés tratamentos-controle descritos acima. Foram
realizadas trés repeticbes para cada tratamento, totalizando 36 parcelas. Cada
parcela consistiu de um frasco respirométrico de 750 mL, o qual foi acoplado a
um respirdmetro dotado de um detector de CO, por infravermelho, com fluxo
intermitente de ar (Sable System, NE, USA). A variacdo de temperatura
durante os ensaios respirométricos foi monitorada. Na tabela 3, estédo

representados os tratamentos realizados durante o experimento.
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Tabela 3 - Tratamentos realizados no ensaio respirométrico para determinagao
da concentragdo mais adequada de inoculante a ser adicionada ao
solo contaminado com 6leo diesel ou gasolina

Tratamento Oleo diesel Gasolina Concentracgdes do inéculo
Inoculante A AD AG 10, 30 ou 50 g.kg™
Inoculante B BD BG 10, 30 ou 50 g.kg™
Composto néo-enriquecido C C 10, 30 ou 50 g.kg
Solo Solo Solo 0
Composto esterilizado + solo Cet+S Cet+S 50 g.kg”

Composto esterilizado +

1
solo esterilizado Ce+Se Ce+Se 50 g.kg

2.4 Efeito do armazenamento sobr e a eficiéncia dos inoculantes
microbianos na degradacdo de  hidrocarbonetos do Oleo diesel ou

gasolina no solo

Os inoculantes e o composto nao-enriquecido foram armazenados a
temperatura ambiente e sob refrigeragdo (6 a 8 °C). Apos 97 e 103 dias de
armazenamento dos inoculantes do éleo diesel e da gasolina, respectivamente,
foram realizados ensaios respirométricos, utilizando-se a concentracdo de 30
g.kg™ de inoculante em relacdo a massa seca do solo. As mesmas condicdes
do item 2.3 foram utilizadas para analise da producdo de CO,. Além dos
tratamentos com adigdo dos inoculantes e do composto n&o-enriquecido, um
tratamento sem a adigao de indculo no solo foi avaliado. O delineamento foi o
de blocos casualizados, com esquema fatorial de 3x2, sendo trés tipos de
indculos por combustivel e duas temperaturas de armazenamento, mais o
tratamento sem inoculagdo (tratamento-solo). Os tratamentos foram
conduzidos com trés repeticdes, perfazendo um total de 21 parcelas por
combustivel. Na tabela 4, estdo representados os tratamentos realizados para

ambos os combustiveis.



Tabela 4 - Tratamentos empregados na avaliagao da eficiéncia dos inoculantes
microbianos em degradar hidrocarbonetos no solo contaminado
com Oleo diesel ou gasolina apds armazenamento em temperatura
ambiente e sob refrigeragao

Tratamento Temperatura ambiente ~ Temperatura de refrigeracéo
Inoculante A AG amb ou AD amb AG8°CouBG8°C
Inoculante B BG amb ou BD amb BG8°CouBD8°C
Composto nao-enriquecido C amb c8°C
Solo Solo -

AG: inoculante A da gasolina; BG: inoculante B da gasolina; AD: inoculante A do 6leo diesel,
BD: inoculante B do 6leo diesel.

2.5 Analises dos inoculantes e do solo

Enumeracdo das populagdes bacterianas cultivaveis, avaliagdo da
diversidade microbiana e analise de hidrocarbonetos totais do petréleo foram
realizadas nos inoculantes e composto nao-enriquecido apdés o
armazenamento em diferentes temperaturas e no solo ao término dos ensaios

respirométricos.

2.5.1 Enumeracao de populacdes bacterianas cultivaveis

Para a contagem das bactérias heterotréficas, 10 g de cada amostra
foram diluidos em 95 mL de pirofosfato de sédio a 0,1% (massa/volume). Apds
agitacdo a 200 rpm por 20 min, foram realizadas diluicdes seriadas e
plagueamento de 0,1 mL em placas contendo agar nutriente. Para inibir o
crescimento de fungos, foi adicionada ciclohexamida (100 mg.L™") ao meio. As
placas foram mantidas a 30 °C até a contagem das colbnias formadas na

superficie do meio de cultura.
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2.5.2 Analise de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME)

2.5.2.1 |dentificacdo de bactérias dominantes pelo sistema de identificacédo

microbiano (MIDI)

Os extratos de FAME de colénias de morfotipos mais abundantes no
solo, obtidos com o kit Instante Fame, foram analisados por cromatografia
gasosa, utilizando-se o sistema Sherlock da Microbial Identification System®
(MIDI, Newark, DE, EUA). A identificacao foi realizada por meio da comparagao
do perfil dos acidos graxos de cada isolado com os da biblioteca de referéncia
ITSA 1.0®

2.5.2.2 Avaliagao da diversidade microbiana pela analise de ésteres metilicos
de acidos graxos ligados por ligagéo éster (EL-FAME)

Primeiramente, foi desenvolvido um método para a remogao dos
hidrocarbonetos dos combustiveis antes da extragcdo dos acidos graxos. Para
isso, em cada amostra com 1 g de massa fresca, foram adicionados 3 mL de
agua destilada esterilizada e 1 mL de hexano. Apds homogeneizagédo, as
amostras foram centrifugadas a 544 g por 15 minutos. A seguir, a camada de
hexano contendo os hidrocarbonetos foi removida, seguindo-se a remogao da
agua. A agua foi utilizada somente para a visualizagdo das fases distintas,
composto, agua e hexano. Esse processo foi repetido trés vezes.

Para extracao dos acidos graxos foi utilizado o método EL-FAME, como
descrito por SCHUTTER e DICK (2000), com modificagdes. Foi realizada uma
reducdo de 1/3 do volume dos reagentes e da amostra. Na ultima etapa do
processo, o solvente, contendo os FAME, foi evaporado em estufa a vacuo até
secagem completa e o residuo foi ressuspendido em 0,5 mL do solvente de
corrida. Em seguida, as amostras foram analisadas em cromatografo a gas
Agilent Technologies 7890. A identificacdo dos acidos graxos foi feita pelo
sistema Sherlock da Microbial Identification System® (MIDI, Newark, DE, EUA),

utilizando-se os métodos de referéncia ITSA, IR2A ou RTSBA. Os acidos
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graxos marcadores dos grupos microbianos analisados estdo representados na
tabela 5. A partir dos dados obtidos nos cromatogramas, foi calculada a
proporcdo relativa de cada marcador especifico em relacdo ao total de

marcadores analisados.

Tabela 5 - Acidos graxos marcadores usados na determinacdo dos grupos
microbianos presentes no solo apds 0s ensaios respirométricos

Acidos graxos Grupo de
. . Fonte
marcadores microrganismo
Klamer e Baath (1998),
17:1w8c; 16:1wbc Bactérias gram-negativas Kato e Miura (2008)

Klamer e Baath (1998),
i/a15:00; i16:00; i/a17:00  Bactérias gram-positivas Kato e Miura (2008)

Klamer e Baath (1998),

-00- . : . Steger et al. (2005),
10Me17:00; 10Me18:0 Actinomicetos Kato e Miura (2008)

Klamer e Baath (1998),

18:1w9c Fungos Steger et al. (2007)

2.5.3 Analises cromatograficas

A extragcdo de hidrocarbonetos totais de pretroleo (TPH) do solo
contaminado com O6leo diesel foi realizada em extrator soxhlet, segundo o
método 3540C (EPA, 1996). Para isso, utilizaram-se 2 g de solo e 200 mL dos
solventes hexano e acetona (1:1). O periodo de extragdo foi de 6 horas. Os
extratos foram analisados em cromatoégrafo a gas (QP 5000) acoplado a
espectrometro de massa (Shimadzu®, modelo 17-A), utilizando-se uma coluna
capilar de silica fundida DB-1 (30m x 0,25 mm x 0,25 um), nas seguintes
condigdes: temperatura inicial de 40°C (2 min), rampa de aquecimento de 8°C
min™ até 240°C. A temperatura do injetor foi de 260°C e do detector 280°C. O
fluxo do gas hélio foi de 1 mL min™ e o modo de injecéo foi splitless.

As analises cromatograficas foram realizadas apenas para o solo
contaminado com Oleo diesel, uma vez que nao foi encontrado método
adequado para a extragdo da gasolina do solo. Os métodos testados para

analise de benzeno, tolueno e xileno (BTX) da gasolina ndo se mostraram
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precisos. A porcentagem de degradacao de TPH foi calculada pela diferenca
entre as areas das amostras contaminadas no tempo zero e as amostras

analisadas apds 0s ensaios respirométricos.
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3 RESULTADOS

3.1 Determinagéo da concentragao dos inoculantes a ser adicionada ao

solo contaminado com 6leo diesel ou gasolina

Nos ensaios respirométricos, verificou-se interagao entre a concentragao
e o tipo de in6culo adicionado ao solo contaminado com gasolina. Os
tratamentos com a maior concentragdo dos inoculantes AG e BG (50 g.kg™)
apresentaram a maior evolucdo de CO,. Para o composto n&o-enriquecido
(tratamento C) resposta inversa foi observada: quanto maior a concentragdo no
solo, menor foi a evolugdo de CO, (Figura 1 A). No solo contaminado com 6leo
diesel, foi verificado apenas o efeito do tipo de in6culo, sendo que os
tratamentos com os inoculantes AD e BD apresentaram maior evolugado de CO,
do que os tratamentos com composto ndo-enriquecido, independentemente da
dose utilizada (Figura 2 A).

No tratamento-solo (sem inoculagdo) do oleo diesel, a resposta dos
microrganismos autéctones foi acentuada, ndo diferindo dos tratamentos com
adicao dos inoculantes AD ou BD ou do composto nao-enriquecido ao solo
(Figura 2 B). No solo contaminado com gasolina, houve efeito positivo da
introdugdo de microrganismos al6ctones previamente selecionados, sendo
maior a evolugdo de CO; nos tratamentos com adicdo dos inoculantes AG e
BG (Figura 2 A). O tratamento com composto e solo esterilizados (Ce+Se)
apresentou consideravel evolugao de CO, para ambos os combustiveis (Figura
2).
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Figura 1 - Produgdo de CO; acumulado durante ensaio respirométrico para
determinacdo da concentracdo dos inoculantes a ser adicionada ao
solo contaminado. As concentragdes dos inoculantes e do
composto nao-enriquecido adicionadas ao solo foram de 10, 30 ou
50 g.kg™' com relagdo & massa seca do mesmo. A) Gasolina. B)
Oleo diesel. AG: inoculante A da gasolina; BG: inoculante B da
gasolina; C: composto n&o-enriquecido; AD: inoculante A do dleo
diesel; BD: inoculante B do d6leo diesel.
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Producdo de CO, acumulado dos diferentes tratamentos
empregados durante ensaio respirométrico para determinagao
da concentragdo de inoculante a ser adicionado ao solo. A)
Gasolina, 266 h de incubacdo. B) Oleo diesel, 485 h de
incubacdo. Ce: composto esterilizado; Se: solo esterilizado; S:
solo; AG: inoculante A da gasolina; BG: inoculante B da
gasolina; C: composto nao-enriquecido; AD: inoculante A do déleo
diesel; BD: inoculante B do oleo diesel. As médias dos
tratamentos seguidas pela mesma letra nao diferem entre si a de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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O tratamento com adigdo de composto esterilizado ao solo contaminado
com gasolina (Ce+S) exibiu um valor de evolugdo de CO, semelhante ao do
solo adicionado de composto nao-enriquecido (Figura 2 A). O tratamento Ce+S
foi o que apresentou a maior evolugao de CO, dentre os tratamentos aplicados
ao solo contaminado com 6leo diesel (Figura 2 B).

Durante os ensaios respirométricos, as temperaturas minima e maxima
registradas para o solo contaminado com 6leo diesel foram de 19 e 30 °C, e
para o solo contaminado com gasolina, essas temperaturas foram de 22 e 30
°C.

Houve interagcdo entre a concentragdo e o tipo de inéculo aplicado ao
solo contaminado com 6leo diesel em relacédo ao teor residual de TPH no solo
(Tabela 6). As maiores porcentagens de degradagcdo de TPH,
independentemente do tipo de in6culo, foram obtidas nos tratamentos em que
foi aplicada a dose de 30 g.kg™" dos inoculantes e do composto néo-enriquecido
(Tabela 6). Apenas na concentragdo de 50 g.kg”, a degradacdo de TPH foi
superior no solo com aplicacao dos inoculantes AD e BD em relagdo ao solo

que recebeu composto ndo-enriquecido (Tabela 6).

Tabela 6 - Porcentagem de degradacao de hidrocarbonetos totais de petroleo
(TPH) em solo contaminado com o6leo diesel apés aplicagdo dos
inoculantes AD, BD ou do composto nao-enriquecido em diferentes
concentragdes, 10, 30 ou 50 g.kg'1. As médias dos tratamentos,
dispostas nas linhas da tabela, seguidas pela mesma letra n&o
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Composto néo-

Concentragéo ; , Inoculante AD Inoculante BD
enriguecido
10 g.kg™ 96,01+0,17B 96,86 + 1,23 AB 99,00 £ 0,55 AB
30 g.kg” 99,43+ 0,69 A 98,32+ 0,67 A 99,40 £ 0,10 A
50 g.kg” 87,01+0,80C 89,66 + 1,64 B 94,94+ 1,09 A

O tratamento com adi¢cao do inoculante BD foi o que apresentou a maior
porcentagem de degradagdo de TPH, quando comparado com o solo nao
inoculado, ou seja, o tratamento-solo (Tabela 7). Nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos com aplicacdo do inoculante AD ou do

composto ndo-enriquecido e o tratamento-solo (Tabela 7). Esse resultado
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diferiu dos obtidos pela analise respirométrica, segundo a qual a maior
evolugao de CO; foi obtida no tratamento Ce+S (Figura 2 B). De acordo com os
dados de TPH, esse tratamento, juntamente, com o Ce+Se, foi o que
apresentou a menor porcentagem de degradagdo dos hidrocarbonetos

aplicados ao solo (Tabela 7).

Tabela 7 - Porcentagem de degradacao de hidrocarbonetos totais de petroleo
(TPH) nos diferentes tratamentos aplicados para a determinagao da
concentragdo adequada de inoculante a ser adicionado ao solo
contaminado com dleo diesel. As médias dos tratamentos seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

Tratamento Remocao de TPH (%)
Inoculante B (50 g.kg™) 94,94 + 1,09 A
Inoculante A (50 g.kg™) 89,65 + 1,64 AB
Controle (50 g.kg'1) 87,00 + 0,80 AB
Solo 80,65+ 3,35B
Ce+S 46,85+3,21C
Ce + Se 38,88 £ 0,00 C

Os tratamentos com adicdo dos inoculantes AG e BG ao solo
contaminado com gasolina apresentaram maior contagem de bactérias
heterotréficas do que o solo que recebeu o composto n&do-enriquecido (Figura 3
A). Os tratamentos com o inoculante BG apresentaram aumento das
populagdes bacterianas em funcdo da dose utilizada (Figura 3 A). No
tratamento-solo, ndo foi possivel realizar a contagem de bactérias, dada a
predominancia de fungos.

No solo contaminado com O6leo diesel, um padrdao diferente foi
observado, uma vez que o tratamento C e o Ce+S apresentaram maior
contagem de bactérias do que os tratamentos que receberam os inoculantes
(Figura 3 B).

Os tratamentos com adicdo de composto e solo esterilizados, Ce+S e
Ce+Se, tiveram contagem consideravel de bactérias (Figura 3). As colbnias

formadas nesses tratamentos foram identificadas como pertencentes ao filo
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Actinobacteria por caracteristicas morfolégicas e tintoriais através da coloragao

de Gram (dados n&o-mostrados).
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Figura 3 - Contagem de bactérias heterotréficas apds aplicagcdo dos
inoculantes e do composto ndo-enriquecido ao solo contaminado
com gasolina (A) ou 6leo diesel (B) em diferentes concentragoes,
10, 30 ou 50 g.kg'. Ce: composto esterilizado; Se: solo
esterilizado; S: solo; C: composto nao-enriquecido; AD:
inoculante A do dleo diesel; BD: inoculante B do éleo diesel; AG:
inoculante A da gasolina; BG: inoculante B da gasolina.
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Essas bactérias, por produzirem esporos, tendem a ser mais resistentes
a radiacdo gama (KALAKOUTSKIIP e AGRE, 1976), havendo assim
necessidade de doses mais elevadas de radiacdo para serem eliminadas.
Conclui-se, portanto, que a dose de radiagédo gama utilizada neste estudo néo
foi suficiente para esterilizar o solo e o composto de residuos solidos urbanos.

Durante a contagem de bactérias heterotroficas do solo contaminado
com gasolina ou O6leo diesel, verificou-se que algumas colénias eram
predominantes e apresentavam caracteristicas morfolégicas similares as
encontradas nos inoculantes antes de sua aplicacdo ao solo. Quatro isolados
bacterianos dominantes foram identificados pelo sistema de identificacao
microbiano — MIDI (Tabela 8). Todos os isolados s&o pertencentes ao género
Bacillus, comumente encontrado tanto em composto de residuos sodlidos

urbanos como em solos.

Tabela 8 - Bactérias heterotroficas cultivaveis dominantes em solo contaminado
com gasolina ou Oleo diesel apds a aplicagdo dos inoculantes

microbianos
Espécie indice de similaridade
Bacillus licheniformis GC subgrupo A 0,756
Bacillus subtilis spizizenii 0,522
Bacillus subtilis GC subgrupo B ou 0,511
Bacillus licheniformis GC subgrupo A 0,493
Bacillus subtilis spizizenii 0,476

No tratamento-solo da gasolina, verificou-se o predominio de acidos
graxos marcadores de bactérias gram-positivas, em relacdo aos de fungos e
actinomicetos e os marcadores de gram-negativas ndo foram detectados
(Figura 4). Os marcadores para bactérias gram-negativas foram encontrados
no solo inoculado com composto nao-enriquecido (C) ou com os inoculantes
AG (10 g.kg™) e BG (50 g.kg™"), ainda que em baixa proporgao relativa quando
comparados com os marcadores dos demais grupos (Figura 4). No solo
inoculado, o marcador de fungos apresentou a maior proporc¢ao relativa, sendo

provavelmente reflexo da sua predomindncia no composto originalmente
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empregado neste estudo. O maior efeito da inoculagéo sobre o perfil de acidos
graxos do solo foi a redugdo dos marcadores para actinomicetos e o aumento

dos de fungos (Figura 4).
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esterilizado; Se: solo esterilizado; C: composto ndo-enriquecido;

Figura 4 - Proporcao relativa dos acidos graxos marcadores para 0S grupos
microbianos do solo contaminado com gasolina apés aplicagéo dos
G-: bactérias gram-negativas; actino: actinomicetos; Ce: composto
AG: inoculante A da gasolina; BG: inoculante B da gasolina.
Quanto ao perfil de acidos graxos totais do solo, a disposicdo dos
tipo de inéculo adicionado ao solo (Figura 5). No grupo |, foram agrupadas as

esterilizado (Ce+Se e Ce+S). Os tratamentos com aplicagdo do composto nao-
enriquecido ao solo ficaram reunidos no grupo Illl e no grupo IV, foram

grupo Il, agruparam-se os tratamentos com adi¢cdo, ao solo, do composto

amostras do tratamento-solo, que apresentou um perfil de acidos graxos
distinto dos demais tratamentos, nos quais houve a inoculagdo do solo. No

agrupados os tratamentos com adicao dos inoculantes AG e BG ao solo.

tratamentos



4 * AG.(30)
| 1% o AG.(10)
BG.(30)
2 o AG(50) - *
BG.(50)e
*BG.(10)
8 07
o
2
4
| T
-10 -5 0

PC1

Figura 5 - Analise de componentes principais dos perfis de acidos de solo
contaminado com gasolina em resposta a aplicagao de inoculantes
e de composto nao-enriquecido. Ce: solo inoculado com composto
esterilizado; Se: solo esterilizado; S: solo; C: solo inoculado com
composto ndo—enriquecido; AG: solo inoculado com inoculante tipo
A; BG: solo inoculado com inoculante tipo B. Grupo | — amostras de
solo sem adicdo de in6culo; Grupo Il — amostras de solo com
adicao do composto esterilizado; Grupo |l — amostras de solo com
adicdo do composto nao-enriquecido; Grupo IV — solo com adigao
dos inoculantes AG e BG.

A adicdo do composto esterilizado, dos inoculantes AG e BG e do
composto nao-enriquecido resultou em aumento do numero de acidos graxos
encontrados no solo (Tabela 9). A maioria desses acidos graxos foi proveniente
do composto original, com exce¢ao do 16:0 anteiso, 17:0 ciclo, 17:0 20H e
20:1w9c.
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Tabela 9 - Acidos graxos encontrados no solo ap6s a aplicagdo do composto
esterilizado, composto nao-enriquecido, inoculantes AG ou BG que
nao estavam presentes no solo nao inoculado. Os acidos graxos
grifados ndo estdo presentes no composto originalmente utilizado
neste estudo.

Composto Composto nao- Inoculante AG Inoculante BG
esterilizado enriguecido
16:0 20H 14:0 15:0 iso 30H 15:0 iso 30H
16:1iso H 16:0 anteiso 16:0 20H 16:0 20H
16:1w5c 16:0 20H 16:1w5c 16:1w5c
17:0 16:1w5c 17:0 17:0
17:0 ciclo 17:0 ciclo 17:0 ciclo 17:0 ciclo
17:1w8c 17:0 17:0 20H 17:0 20H
18:1wbc 17:1w8c 18:1wbc 18:1wbc
19:0 iso 18:1w5c 19:0 iso 19:0 iso
20:1w7c 19:0 iso 20:1w7c 20:1w7c
20:1w9c 20:1w7c 20:4w6,9,12,15¢ 20:1w9c
20:4w6,9,12,15¢ 20:1w9c 20:4w6,9,12,15¢

20:4w6,9,12,15¢c

3.2 Efeito da temperatura de armazenamento sobre as populacdes

bacterianas cultivaveis e sobre o perfil  de &cidos graxos dos inoculantes

A temperatura de refrigeragao foi mais adequada para a manutengao da
viabilidade das populacbdes bacterianas cultivaveis presentes nos inoculantes
do dleo diesel e da gasolina (Figura 6). Os inoculantes apresentaram maior
contagem de bactérias do que o composto nado-enriquecido, principalmente os
inoculantes A. Esse resultado € similar ao obtido antes do armazenamento
(Figura 6). Nos inoculantes da gasolina, ocorreu maior redugéo das populagdes
bacterianas cultivaveis apdés o armazenamento, enquanto que nos inoculantes
do oleo diesel, armazenados sob refrigeragdo, a contagem de bactérias se
manteve proxima da obtida anteriormente ao armazenamento (Figura 6).

Apos o armazenamento, houve reducdo na proporcdo relativa dos
acidos graxos marcadores de bactérias gram-positivas e aumento dos
marcadores de fungos e de actinomicetos nos inoculantes AG e BG e no
composto n&o-enriquecido (Figura 7). A proporgéo relativa dos marcadores
para bactérias gram-negativas se manteve constante no inoculante AG e
diminuiu no inoculante BG e no composto n&o-enriquecido (Figura 7). Pouca

variagao das proporgdes relativas dos acidos graxos marcadores dos grupos
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microbianos

foi observada entre as diferentes temperaturas de

armazenamento.
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Figura 6 - Contagem de bactérias heterotréficas dos inoculantes apés

armazenamento em diferentes temperaturas. A barra preta
corresponde a contagem de bactérias heterotroficas antes do
armazenamento dos inoculantes; a barra cinza mais clara
corresponde a contagem de bactérias heterotroficas apds o
armazenamento sob refrigeragao (6 - 8 °C) e a barra cinza escura
corresponde a contagem de bactérias heterotréficas apods
armazenamento em temperatura ambiente. A) Gasolina. B) Oleo
diesel. C: composto nao-enriquecido; AG: inoculante A da
gasolina; BG: inoculante B da gasolina; AD: inoculante A do dleo
diesel; BD: inoculante B do d6leo diesel.

Os perfis de acidos graxos totais dos inoculantes e do composto nao-

enriquecido apresentaram alteragdes apds o armazenamento em ambas as

temperaturas (Figura 8). Os perfis de acidos graxos das amostras apos o

armazenamento em temperatura ambiente e sob refrigeragdo foram mais

similares entre si do que com as amostras antes do armazenamento (Figura 8).

Ocorreu também mudanca nos perfis de acidos graxos de uma mesma amostra

armazenada em temperaturas diferentes (Figura 8).
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da quantidade de acidos graxos de cadeia entre 10 e 16 carbonos e o aumento

da abundancia de acidos graxos de cadeia entre 17 e 20 carbonos.
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Figura 8 - Analise de componentes principais (PCA) dos perfis de acidos
graxos dos inoculantes da gasolina antes (18d) e apds o
armazenamento em temperatura ambiente (amb) e sob
refrigeracao (8 °C). C: composto ndo-enriquecido; AG: inoculante A
da gasolina; BG: inoculante B da gasolina. O 18d indica o final do
desenvolvimento dos inoculantes, que ocorreu no décimo oitavo
dia de incubagao do composto.

3.3 Efeito do armazenamento sobre a eficiéncia dos inoculantes na
degradacdo dos hidrocarbonetos ¢ onstituintes do Oleo diesel ou da

gasolina

Os resultados de emissao de CO, de solos contaminados com gasolina
ou Oleo diesel demonstraram a existéncia de interagdo entre o tipo de inéculo
adicionado ao solo e a temperatura em que esse foi armazenado. Com o
desdobramento dessa interagao, verificou-se que, no solo contaminado com

gasolina ocorreu maior evolugdo de CO; quando os in6culos foram
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armazenados sob refrigeracado. Porém, o efeito da adicdo dos inoculantes AG e
BG sobre a degradacédo de gasolina, ou seja, maior evolugdo de CO, que o
solo com adicdo do composto nao-enriquecido, ocorreu somente quando os

inoculantes foram armazenados em temperatura ambiente (Tabela 10).

Tabela 10 - Producdo de CO, acumulado (umol CO; g' de massa seca do
solo) de solo contaminado com gasolina ou 6leo diesel apds
aplicagcdo dos inoculantes e do composto nao-enriquecido
armazenados em diferentes temperaturas. As médias dos
tratamentos, dispostas nas linhas da tabela, seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey. AG: inoculante A da gasolina; BG: inoculante B da
gasolina; AD: inoculante A do déleo diesel; BD: inoculante B do
Oleo diesel; C: composto nao-enriquecido.

Temperatura/Tratamento* Solo AG BG C
Ambiente (amb) 36,95 C 61,21 A 59,48 A 53,02 B
Refrigeragéo (6-8 ) 72,9 AB 65,87 B 66,52 AB
Temperatura/Tratamento* Solo AD BD C
Ambiente (amb) 163,25C 189,43 AB 198,18 AB 181,45B
Refrigeracao (6-8 C) 200,01 A 202,07 A 181,12 B

* Foi aplicada a concentragédo de 30 g.kg'1 dos inoculantes e do composto n&o-enriquecido ao
solo contaminado com 20 mL.kg'1 de gasolina ou dleo diesel. Os inoculantes do 6leo diesel
foram armazenados durante 97 dias; os inoculantes da gasolina foram armazenados
durante103 dias. O ensaio respirométrico teve duragao de 549 h para o solo contaminado com
Oleo diesel e 685 h para o solo contaminado com gasolina. A variagado da temperatura foi de 21
a32°C.

N&o houve diferenga significativa entre a evolugdo de CO, do solo com a
adicdo dos inoculantes AG e BG e do composto ndo-enriquecido armazenados
sob refrigeragéo (Tabela 10). Porém, o solo inoculado apresentou evolugéo de
CO, maior que o tratamento-solo, independentemente do tipo de inéculo e da
temperatura de armazenamento (Tabela 10).

No solo contaminado com 6éleo diesel, o oposto foi verificado, o efeito da
adicdo dos inoculantes AD e BD ocorreu somente quando esses foram
armazenados sob refrigeracdo (Tabela 10). Apenas o tratamento com
aplicagao do inoculante AD apresentou diferengas na evolugdo de CO, em

resposta a temperatura de armazenamento, havendo maior degradacdo do
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Oleo diesel, quando esse inoculante foi armazenado sob refrigeragao antes de
ser aplicado ao solo.

De acordo com a analise de TPH residuais no solo contaminado com
Oleo diesel, houve interacao entre o tipo de indculo adicionado ao solo e a
temperatura em que o mesmo foi armazenado. O solo com aplicacédo do
inoculante AD foi o tratamento que apresentou maior degradagdo de TPH em
ambas as temperaturas de armazenamento. Contudo, quando o
armazenamento foi em temperatura ambiente, o teor de TPH residual no solo
com o inoculante AD néao diferiu do encontrado no solo com composto nao-
enriquecido e no tratamento-solo (Tabela 11). Os microrganismos autéctones
do solo mostraram-se aptos a degradar os hidrocarbonetos do oOleo diesel,
atingindo uma porcentagem de degradacao de TPH de 84,84% (Tabela 11).

Tabela 11 - Porcentagem de degradacao de hidrocarbonetos totais de petroleo
(TPH) em solo contaminado com éleo diesel apds aplicagdo dos
inoculantes ou do composto ndo-enriquecido armazenados em
diferentes temperaturas. As médias dos tratamentos, dispostas
nas linhas da tabela, seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. AG: inoculante A da
gasolina; BG: inoculante B da gasolina; AD: inoculante A do dleo
diesel; BD: inoculante B do o6leo diesel; C: composto nao-

enriquecido.
Temperatura/ Solo AD BD c
Tratamento

Ambiente 84,84+214B 96,55+0,66 AB 66,66+421C 91,66+2,13 AB

Ref{gg@féo 9814+0,61A  8429:242B 7832+298B

Os tratamentos com adicdo dos inoculantes AG e BG apresentaram
maior contagem de bactérias cultivaveis no solo contaminado com gasolina
independentemente da temperatura de armazenamento. O tratamento-solo
apresentou a menor concentragdo de bactérias cultivaveis (Figura 9). No
tratamento-solo da gasolina, houve menor contagem de bactérias
heterotréficas em relagao ao tratamento-solo do 6leo diesel, 0 que pode indicar
efeito téxico do primeiro combustivel sobre as populagbes bacterianas

cultivaveis (Figura 9).
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Figura 9 - Contagem de bactérias heterotroficas do solo contaminado com
gasolina (A) ou d6leo diesel (B) apds aplicagao dos inoculantes e do
composto ndo-enriquecido armazenados em temperatura ambiente
(amb) ou sob refrigeragao (8 °C). AG: inoculante A da gasolina;
BG: inoculante B da gasolina; AD: inoculante A do éleo diesel; BD:
inoculante B do éleo diesel; C: composto ndo-enriquecido.

Nos tratamentos com 6leo diesel, a maior contagem de bactérias
cultivaveis foi observada no solo que recebeu o composto ndo-enriquecido
armazenado sob refrigeragao, seguido dos tratamentos com os inoculantes AD,
BD ou com o composto nao-enriquecido armazenado em temperatura

ambiente, que exibiram resultados similares (Figura 9 B).
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No tratamento-solo, houve predominancia dos acidos graxos
marcadores de bactérias gram-positivas (Figura 10) e os marcadores de gram-
negativas utilizados neste estudo n&o foram encontrados. Nos demais
tratamentos, foram detectados os acidos graxos marcadores de bactérias
gram-negativas, houve aumento da proporgao relativa do marcador de fungos e
diminuicdo dos marcadores das gram-positivas. A propor¢ao relativa dos
acidos graxos marcadores de actinomicetos foi maior nos tratamentos com
aplicagao dos inoculantes AG e BG e do composto nao-enriquecido que foram
armazenados sob refrigeragdo, concomitantemente com a diminuicdo do

marcador de fungos.
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Figura 10 - Proporgéao relativa dos acidos graxos marcadores para os grupos
microbianos do solo contaminado com gasolina apos aplicagao
dos inoculantes e do composto nao-enriquecido armazenados em
temperatura ambiente (amb) e sob refrigeracdo (8 °C). G+:
bactérias gram-positivas; G-: bactérias gram-negativas; actino:
actinomicetos; AG: inoculante A da gasolina; BG: inoculante B da
gasolina; C: composto nao-enriquecido.

O tratamento-solo apresentou perfil de acidos graxos distinto dos
demais tratamentos, nos quais o solo foi inoculado, evidenciando o efeito da

inoculagdo do solo sobre o perfil de acidos graxos do mesmo (Figura 11). As
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alteragdes ocorridas no perfil de acidos graxos do solo parecem ter sido
influenciadas pela temperatura de armazenamento dos inoculantes e do

composto ndo-enriquecido (Figura 11).
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Figura 11 - Andlise de componentes principais (PCA) dos perfis de acidos
graxos do solo apos aplicagdo dos inoculantes e do composto
nao-enriquecido armazenados em temperatura ambiente (amb) e
sob refrigeracdo (8° C). AG: inoculante A da gasolina; BG:
inoculante B da gasolina; C: composto nao-enriquecido.

O efeito da inoculagao do solo foi observado também pela presenca de
alguns acidos graxos que nao estavam presentes no solo antes da adigao dos
inoculantes ou do composto ndo-enriquecido (Tabela 12). Esses acidos graxos
foram encontrados também no composto original, com excegao do 18:1w7c 11-

metil e do 20:1w9c.
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Tabela 12 - Acidos graxos encontrados no solo apds a aplicagdo do composto
nao-enriquecido, inoculantes AG ou BG armazenados em
diferentes temperaturas que nao estavam presentes no solo nao
inoculado. Os acidos graxos grifados ndo s&o provenientes do

composto originalmente utilizado neste estudo.

Composto ndo-enriquecido Inoculante A Inoculante B
(ambiente e 8 C) (ambiente e 8 C) (ambiente e 8 C)
15:0 iso 14:0 iso 14:0 iso
16:1wbc 15:0 iso 14:0
16:0 20H 16:0 20H 15:0 iso
17:1w8c 17:1w8c 16:1iso H
17:0 17:0 16:1w5c
18:1w5hc 18:1w5hc 16:0 20H
18:1w7c 11- metil 19:0 iso 17:0
19:0 iso 20:1w7c 17:1w8c
20:1w7c 20:1w9c 18:0 iso
20:4w6,9,12,15¢ 20:4w6,9,12,15¢ 18:1w5c
19:0 iso
20:1w7c
20:1w9c

20:4w6,9,12,15¢
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4 DISCUSSAO

4.1 Efeito da concentragdo dos inoculantes na degradacdo de
hidrocarbonetos de petréleo em solo s contaminados com 6leo diesel ou

gasolina

A dose dos inoculantes aplicados ao solo contaminado com gasolina
afetou a atividade respiratéria do solo. Por outro lado, o efeito da dose sobre a
concentragdo de células bacterianas cultivaveis nao foi significativo (Figura 3
A). O aumento da dose dos inoculantes AG e BG resultou em aumento da
atividade respiratoria do solo (Figura 1 A). Esse resultado indica que as
populacdes bacterianas presentes nos solos que receberam as maiores doses
de inoculantes foram mais eficientes na degradacdo dos hidrocarbonetos. O
processo de enriquecimento de populagbes microbianas degradadoras de
hidrocarbonetos, durante a etapa de producao dos inoculantes da gasolina, foi
eficiente. Esse fato € comprovado pela maior contagem de bactérias cultivaveis
nos solos que receberam os inoculantes AG e BG, comparativamente ao solo
tratado com o composto ndo-enriquecido.

Nos solos contaminados com o6leo diesel, verificou-se efeito apenas do
tipo de in6culo sobre a atividade respiratoria. Em contrapartida, houve
interacdo entre a concentragao e o tipo de inéculo aplicado ao solo sobre o teor
residual de TPH. Esses resultados divergentes, entre o ensaio respirométrico e
a analise de TPH, podem ser explicados pela utilizagdo de outras fontes de

carbono organico presentes tanto no solo quanto no composto (KUZYAKOV,

72



2006), o que resulta em emissao de CO, nao originario dos hidrocarbonetos
(DILLY, 2001).

O tratamento que recebeu a aplicacdo de composto esterilizado foi o que
apresentou a maior evolugcao de CO, dentre os tratamentos contaminados com
Oleo diesel (Figura 2 B), além de ter apresentado alta contagem de bactérias
heterotréficas (Figura 3 B) e a menor porcentagem de degradagdo de TPH
(Tabela 7). Esses dados indicam que as populagdes bacterianas desse
tratamento utilizaram outros substratos, preferencialmente aos hidrocarbonetos
do d6leo diesel, para o seu crescimento. Esse fato pode estar associado a
aplicagdo de raios gama ao composto, 0 que possivelmente aumentou a
disponibilidade de nutrientes (C, N e P) em razdo da morte de microrganismos
(VAN VEEN et al., 1997).

Em estudos anteriores, foi reportado que a aplicagdo de um consoércio
microbiano resultou na remocgao de 57,8% de TPH de d6leo diesel apds 55 dias
(MARIANO et al., 2007) e que a bioaumentacédo do solo com lodo ativado
resultou na remogao de 66% de TPH de 6leo diesel apds 45 dias (GALLEGO et
al.,, 2001). Comparando esses resultados com os obtidos neste estudo,
observa-se que os inoculantes e o composto nao-enriquecido foram eficientes
em promover a degradacdo de hidrocarbonetos derivados do 6leo diesel, ou
seja, remogao de 99% em aproximadamente 20 dias (Tabela 6). As populagdes
autoctones do solo mostraram-se capazes de degradar os hidrocarbonetos do
Oleo diesel, atingindo 80% de degradagao de TPH nesse mesmo periodo.

No solo contaminado com gasolina, a adigdo dos inoculantes ao solo
resultou em aumento expressivo da evolucdo de CO,, resultado atribuido a
introdugdo de microrganismos eficientes em degradar os hidrocarbonetos
desse combustivel ou mais resistentes aos efeitos tdéxicos dos mesmos. Um
efeito indireto dos inoculantes pode ser atribuido ao aumento do conteudo de
matéria organica do solo, o que resultaria em maior retencédo de
hidrocarbonetos e, assim, menor efeito téxico da gasolina sobre os
microrganismos. Esse fato ja foi observado em estudo anterior (TEJADA et al.,
2008), no qual foi aplicado composto de algoddao moido ao solo contaminado
com gasolina.

O efeito da adicdo de matéria organica sobre a degradagao da gasolina

e do dleo diesel no solo, bem como a remogédo de hidrocarbonetos desses
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combustiveis por fendmenos nao relacionados a atividade microbiana, nao
puderam ser avaliados, uma vez que a esterilizacdo do composto e do solo nao
foi eficiente.

As mudancgas ocorridas no perfil de acidos graxos do solo inoculado
indicam que os microrganismos presentes nos inoculantes da gasolina e no
composto ndo-enriquecido conseguiram se estabelecer no solo contaminado.
Os efeitos da inoculagdo do solo foram o aparecimento do acido graxo
marcador de bactérias gram-negativas (16:1®5c) em alguns tratamentos, a
reducdo dos marcadores de actinomicetos e o aumento do marcador de
fungos. O aumento da proporgéao relativa do marcador de fungos foi atribuido a
predominancia do mesmo no composto originalmente utilizado neste estudo.

No solo inoculado, foi encontrado o acido graxo 17:0 ciclo, que nao
estava presente no composto original. Esse tipo de acido graxo, ciclopropano,
€ indicador de estresse ambiental (MROZIK et al., 2008) e confere tolerancia
para as células microbianas a condigcdes adversas (DENICH et al., 2003). A
formacdo de ciclopropanos pode ocorrer por “nova sintese” ou por
modificagdes pos-sintese de acidos graxos insaturados com a configuragao cis
(GROGAN e CRONAN et al.,, 1986; DENICH et al., 2003). A formacao de
ciclopropanos por modificacbes pos-sintese constitui uma rapida resposta aos

contaminantes, ndo sendo necessario o crescimento ativo das células.

4.2 Efeito da temperatura de armazenamento sobre as populacdes

bacterianas cultivaveis e sobre o perf il de &cidos graxos dos inoculantes

A temperatura de refrigeracdo (6 - 8 °C) foi a mais adequada para o
armazenamento dos inoculantes de ambos o0s combustiveis, pois o0s
inoculantes armazenados nessa condigdo apresentaram maior contagem de
bactérias cultivaveis do que os armazenados em temperatura ambiente. No
estudo realizado por BACKMAN et al. (2004), a sobrevivéncia e a atividade de
Arthrobacter chlorophenolicus A6 também foram maiores em baixas
temperaturas (5 °C) do solo. Os autores acreditam que o isolado ficou em
estagio de dorméncia durante a incubagéo no solo e que a adi¢do de nutrientes

foi responsavel pela rapida ressuscitagao do mesmo.
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O principal efeito do armazenamento sobre o perfil de acidos graxos dos
inoculantes foi o aumento da abundancia de acidos graxos de cadeia entre 17
e 20 carbonos, cujo resultado fisiolégico € a diminuicdo da fluidez da
membrana plasmatica (BENEY e GERVAIS, 2001; DENICH et al., 2003). Essa
modificagdo da membrana também foi observada nos inoculantes em relagao
ao composto ndo-enriquecido antes do armazenamento, sendo provavelmente
uma adaptacédo das ceélulas microbianas aos hidrocarbonetos da gasolina, que
tém a capacidade de interagir com a membrana, aumentado a sua fluidez
(SIKKEMA et al., 1994).

4.3 Efeito da temperatura de armazenamento sobre a eficiéncia dos
inoculantes na degradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo do oleo

diesel ou da gasolina no solo

A temperatura de armazenamento dos inoculantes influenciou a
eficiéncia dos mesmos na degradacdo de hidrocarbonetos no solo. Os
inoculantes de ambos os combustiveis apresentaram maior efeito sobre a
degradagdo dos hidrocarbonetos no solo apds armazenamento sob
refrigeragdo. O inoculante AD, mesmo apds armazenamento por periodo
prolongado sob refrigeragdo, manteve alta eficiéncia de degradagao dos
hidrocarbonetos do 6leo diesel no solo, 98,14%, praticamente igual a obtida
antes do armazenamento, 98,32%. Esses resultados estdo de acordo com os
dados da contagem de bactérias cultivaveis dos inoculantes apds o
armazenamento.

Os tratamentos com adicdo dos inoculantes da gasolina apdés o
armazenamento exibiram degradagao mais lenta desse combustivel do que os
mesmos tratamentos com adicdo dos inoculantes recém-preparados. Esse fato
pode estar relacionado com a redugao das populagdes bacterianas cultivaveis
dos inoculantes da gasolina durante o armazenamento.

As alteragdes na proporgao relativa dos acidos graxos marcadores de
grupos microbianos do solo tratado com os inoculantes apds o armazenamento
foram o aparecimento dos marcadores de bactérias gram-negativas, a

diminuicdo dos marcadores de gram-positivas e aumento do marcador de
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fungos. A diminuicdo dos marcadores de gram-positivas e aumento do
marcador de fungos também foram observados nos inoculantes apds o

armazenamento.
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5 CONCLUSOES

A eficiencia dos inoculantes microbianos na degradacdo de
hidrocarbonetos da gasolina é influenciada pela concentragdo dos mesmos no

solo.

A bioaumentacao é mais eficiente para o solo contaminado com gasolina

do que para o contaminado com 6leo diesel.

Os microrganismos autéctones do solo sdo mais eficientes na
degradacado de hidrocarbonetos constituintes do 6leo diesel do que os da

gasolina.

O efeito da inoculagdo sobre o perfil de acidos graxos do solo
contaminado com gasolina é independente da concentragdo de inoculo

utilizada, mas ¢é influenciada pelo tipo de inéculo.

A temperatura de refrigeracdo é a mais adequada para o

armazenamento dos inoculantes.
A temperatura de armazenamento dos inoculantes influencia a eficiéncia

dos mesmos na degradacgao de hidrocarbonetos constituintes da gasolina ou

do 6leo diesel no solo.
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A aplicagdo dos inoculantes ao solo contaminado com gasolina, antes e
ap6s o armazenamento, resulta no aparecimento dos acidos graxos
marcadores das bactérias gram-negativas e aumento da proporgao relativa do

marcador de fungos.
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CONCLUSOES GERAIS

Composto de residuos sélidos urbanos € um bom substrato para o
desenvolvimento de inoculantes microbianos para biorremediacdo de solos

contaminados com hidrocarbonetos.

Microrganismos autéctones do composto de residuos solidos urbanos e
do solo sdo mais eficientes na degradacéo de hidrocarbonetos constituintes do

oleo diesel do que da gasolina.

A bioaumentacdo do solo contaminado com gasolina apresentou

melhores resultado do que a do solo contaminado com 6leo diesel.
A aplicagao dos inoculantes da gasolina e do composto nao-enriquecido

altera o perfil de acidos graxos do solo e a proporgao relativa dos acidos graxos

marcadores de grupos microbianos.
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APENDICE



APENDICE A - Andlise est atistica dos dados de CO , acumulado do
composto de residuos solidos urba nos apos aplicacdo de diferentes
concentracoes de gasolina

Quadro da ANOVA

Fontes de Graus de Soma dos Quadrado

variacao liberdade guadrados médio F
Concentragao 3 9881,29 3293,76 3,97
Umidade 1 119348,50 119348,50 144,05
Concentragao 3 12061,46 402048  4,85*
X umidade
Residuo 16 13255,61 828,47

Coeficiente de variagao= 29,03

Desdobramento da interacdo umidade x concentracdo de gasolina — as
médias do CO , acumulado produzido pelo composto de residuos sélidos
urbanos seguidos pela mesma letra nao diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey

ng;?ggﬁﬁ:o Sem ajuste umidade  Com ajuste da umidade
0 30,81 B 122,05 A
10 mL.kg™ 31,17B 135,36 A
20 mL.kg™ 25,62 B 194,97 A
50 mL.kg™ 26,93 B 226,29 A

Desdobramento da interacdo tratamento x concentracdo de gasolina -
analise de regressao das médias de CO , acumulado dos tratamentos com
ajuste da umidade

Quadro da ANOVA

Fontes de Graus de Soma dos Quadrado
L - - F
variagdo liberdade  quadrados médio
Regressao 1 7792,34 7792,34 118,70*

Independente da

= 2 131,29 65,64
regressao
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Parametros da regressao:

Modelo linear

Nome Coeficiente Desvio padrdo  Valorde T  Coeficiente beta
probab.
Constante 0,2089E+01
Tratamento 0,4887E+00 0,2759E-01 17,71 0,99

Y=0,99x + 2,08; R ajustado= 0,97; p= 0,0083.
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APENDICE B - Andlise est atistica dos dados de CO , acumulado do
composto de residuos solidos urba nos apos aplicacdo de diferentes
concentracdes de dleo diesel

Quadro da ANOVA
Fontes de Graus de Soma dos Quadrado =
variacao liberdade guadrados Médio
Concentragao 3 93883,23 31294,41 168,89
Umidade 1 315672,10 315672,10  1703,61
Concentragao 3 95103,46 31701,15  171,08*
X umidade
Residuo 12 2223,54 185,29

Coeficiente de variagao = 9,373

Desdobramento da interagcdo umidade x concentracao de 0leo diesel - as
médias do CO , acumulado produzido pelo composto de residuos sélidos
urbanos seguidos pela mesma letra nao diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey

gon,centrggao Sem ajuste umidade = Com ajuste da umidade
e Oleo diesel
0 30,81B 122,05 A
10 mL.kg™ 28,85B 214,01 A
20 mL.kg™ 25,66 B 295,79 A
50 mL.kg™" 29,80 B 509,07 A

Desdobramento da interacdo concentracdo de 6leo diesel x umidade -
analise de regressédo das médias de CO , acumulado dos tratamentos com
ajuste da umidade

Fontes de Graus de Soma dos Quadrado
L . P F
variagao liberdade guadrados médio
Regresséao 1 0,20 0,20 201,48*

Independente da

x 2 0,1987E-02  0,9939E-03
regresséo
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Parametros da regressao:

Modelo Exponencial

Nome Desvio Coeficiente
probab. Coeficiente = Valorde T
padréo Beta
Constante 0,1898E+01
Tratamento  0,2001E+00  0,1409E-01 14,19 0,99

Y= 1,88.0,99%; R, ajustado= 0,98; p= 0,0049.
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APENDICE C - Média das porcentagens de ésteres metilicos  de acidos graxos (FAME) extraidos dos inoculantes AG
e BG e do composto ndo-enriquecido durante o d  esenvolvimento dos inoculantes da gasolina.

Acido graxo ~ Composto C AG BG ced AGed BG6d Cil12d AG12d BG12d C18d AG18d BG 18d
10:00 0,14 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,22 0,00 0,00
10:0 20H 0,03 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
11:00 0,10 0,02 0,22 0,22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09 0,00 0,05
12:00 1,47 1,41 1,56 1,56 0,47 0,47 0,75 0,00 0,00 0,00 1,31 1,46 1,34
13:0iso 0,08 0,08 0,13 0,13 0,03 0,09 0,09 0,00 0,00 0,00 0,09 0,29 0,16
13:00 0,00 0,12 0,17 0,17 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,11
13:0 anteiso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,13 0,06 0,10 0,08 0,11 0,00 0,00
13:1 at 12-13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00
12:0 20H 0,00 0,00 0,02 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
13:00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00
14:0 iso 0,30 0,32 0,26 0,26 0,19 0,19 0,21 0,00 0,02 0,06 0,29 0,24 0,25
14:0 anteiso 0,05 0,06 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14:1 wbc 0,05 0,00 0,15 0,15 0,20 0,12 0,21 0,00 0,00 0,00 0,13 0,07 0,05
14:00 1,88 1,91 1,78 1,78 1,40 1,31 1,52 0,25 0,30 0,43 1,88 1,76 1,76
15:1iso F 0,23 0,29 0,26 0,26 0,18 0,21 0,20 0,00 0,00 0,02 0,21 0,05 0,15
15:0 iso 1,91 1,98 1,81 1,81 1,66 1,49 1,64 0,57 0,56 0,50 2,07 1,81 1,92
15:0 anteiso 1,10 1,17 1,13 1,13 1,11 1,54 1,41 0,50 1,08 1,03 1,36 4,59 3,02
15:1 wbc 0,00 0,00 0,00 0,00 0,89 0,26 1,05 0,75 0,68 0,67 0,21 0,05 0,24
15:1 wéc 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
laﬁ:clo\k/]v;c 0,01 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00
16:1iso H 0,20 0,20 0,20 0,20 0,14 0,15 0,14 0,09 0,09 0,09 0,18 0,18 0,15
16:0 N alcohol 0,00 0,00 0,07 0,07 0,10 0,16 0,12 0,07 0,09 0,09 0,07 0,05 0,00
16:0 iso 1,76 1,83 1,67 1,67 1,51 1,45 1,43 0,97 1,04 1,09 1,67 1,91 1,76
16:1 wbc 1,14 1,10 1,00 1,00 1,63 1,09 1,74 1,24 1,28 1,17 1,23 0,79 0,99

Continua...
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Tabela 1, Cont.

Acido graxo _ Composto C AG BG C6d AG6d BG6d Ci12d AG12d BG12d C18d AG18d BG 18d
16:1 woc 0,00 000 009 009 013 000 000 000 000 000 010 007 0,02
16:00 1780 1812 1853 1853 1637 17,07 1581 1219 1214 1298 1778 17,78 18,69
15:0 iso 30H 0,27 000 000 000 108 034 127 091 112 09 036 016 0,31
17:1 anteiso woc 0,99 064 058 058 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
17:0 iso 147 128 124 124 171 206 225 174 131 236 164 130 156
17:0 anteiso 1,26 113 111 111 175 199 226 182 271 275 151 393 266
17:1 w8c 0,76 064 063 063 097 103 107 090 168 133 077 039 0,63
17:00 0,88 093 095 095 092 099 092 092 085 097 08 049 0,62
16:1 20H 0,00 000 000 000 000 002 000 000 000 000 000 000 0,00
16:0 20H 0,32 031 036 036 031 024 029 023 045 032 020 015 0,09
17:0 10-methyl 0,49 073 068 068 047 038 053 046 045 041 035 013 0,16
18:0 iso 0,60 070 077 077 065 050 065 061 072 059 048 035 029
18:1 wc 2143 2304 2254 2254 2266 2376 21,79 2587 2486 2425 2338 2535 24,68
18:1 w5c 2,81 265 278 278 357 367 367 355 338 349 172 247 241
18:00 9,06 960 969 969 930 959 899 1167 1097 1066 651 10,04 10,14
18:1 20H 0,11 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
18:1 w7c 11-methyl 0,00 0,00 013 013 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
18:3 wéc (6,9,12) 0,00 000 000 000 000 010 000 000 000 000 000 000 0,00
18:0 #%‘é“:thy" 258 263 271 271 332 235 356 411 367 370 241 121 180
19:0 iso 0,95 118 132 132 094 078 114 127 133 126 067 033 036
19:0 anteiso 0,64 043 052 052 044 054 000 000 091 042 034 012 015
19:00 0,41 022 025 025 041 027 038 056 047 054 027 005 0,07
18:1 20H 0,00 000 000 000 005 000 000 000 000 000 004 000 0,00
20:4 W6,9,12,15¢ 0,66 091 094 094 062 055 056 079 071 066 058 040 0,38
Continua...
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Tabela 1, Cont.

Acido graxo Composto c AG BG c6éd AGed BG6d Cl1l2d AG1l1l2d BG1l2d C18d AG18d BG 18d
20:1 w9c 0,00 0,00 0,60 0,60 0,00 0,37 0,00 0,45 0,00 0,42 0,35 0,23 0,25
20:1 w7c 2,02 2,00 2,13 2,13 1,72 1,90 1,88 2,62 2,72 2,88 1,89 1,63 1,65

20:00 1,11 1,03 1,10 1,10 1,05 1,10 1,00 1,42 1,35 1,34 1,00 0,95 0,95
20:2 w6,9c 0,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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APENDICE D - Média das porcentagens dos ésteres metilicos de acidos graxo ext raidos dos inoculantes AG e BG e
do composto ndo-enriquecido apds armazenamento em temper atura ambiente (amb) e sob refrigeracdo (8 C). Os
tratamentos AG 18d, BG 18d e C 18d correspondem ao inoculante AG e BG e o composto ndo-enriquecido antes do
armazenamento.

Acido graxo AG18d AGamb AG8C BG18d BGamb BG8T C1i8d Camb Cc 8T
10:00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,22 0,00 0,00
11:00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00
12:00 1,46 0,10 0,16 1,34 0,14 0,17 1,31 0,14 0,15

13:0iso 0,29 0,00 0,00 0,16 0,00 0,00 0,09 0,00 0,00

13:0 anteiso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00

13:1 at 12-13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00
13:00 0,04 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00

14:0iso 0,24 0,00 0,03 0,25 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00
14:1 wbc 0,07 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00
14:00 1,76 0,45 0,50 1,76 0,50 0,53 1,88 0,55 0,57
15:1iso F 0,05 0,08 0,04 0,15 0,00 0,06 0,21 0,03 0,07
15:0 iso 1,81 0,58 0,64 1,92 0,64 0,73 2,07 0,69 0,84
15:0 anteiso 4,59 0,48 0,92 3,02 0,47 0,83 1,36 0,44 0,55
15:1 whc 0,05 0,00 0,12 0,24 0,00 0,00 0,21 0,00 0,00
16:1iso H 0,18 0,00 0,03 0,15 0,00 0,18 0,18 0,00 0,14
16:1 w7c alcohol 0,00 0,13 0,05 0,00 0,24 0,29 0,03 0,23 0,32
16:0 N alcohol 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00
16:0iso 1,91 1,04 1,11 1,76 1,13 1,27 1,67 1,21 1,39
16:1 w9c 0,07 0,06 0,07 0,02 0,00 0,08 0,10 0,00 0,00
16:1 whc 0,79 0,48 0,53 0,99 0,49 0,55 1,23 0,65 0,67
16:00 17,78 12,12 11,86 18,69 11,36 12,19 17,78 12,79 12,61
15:0 20H 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00
15:0 iso 30H 0,16 0,00 0,00 0,31 0,00 0,00 0,36 0,00 0,00
Continua...
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Tabela 1, Cont.

Acido graxo AG18d AGamb AG8T BG18d BGamb BGS8T C 18d Camb C 8T
17-1 anteiso woc 0,00 0.23 065 0,00 0,00 0,60 0,00 0,00 053
17:0 iso 1,30 113 1,08 1,56 1,09 1,02 1,64 1,21 1,24
17:0 anteiso 3,93 113 150 2,66 1,02 1,22 1,51 0,95 1,04
17:1 w8c 0,39 0,64 0,61 0,63 0,61 0,57 0,77 0,61 0,61
17:00 0,49 1,11 085 0,62 095 0,94 0,89 0,92 0,98

16:0 20H 015 022 0,21 0,09 0.19 0,34 0,20 0,14 0,18
17:0 10-methyl 0.13 025 0,20 0.16 0,21 025 035 022 0,26
18:0 iso 035 049 0,56 0,29 0,58 0,49 0,48 0,49 0,46
18:1 wc 2535  27.64 2976 2468 2614 2888 2338 2959 2582
18:1 w5c 247 3,58 379 241 3.86 398 263 335 3,32
18:00 10,04 1383 1362 1014 1521 1469 979 1449 13,86
18:1w7c 11-methyl 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,56 0,00
18:0 #%‘é“/fthy" 1,21 3,23 2.09 1,80 3.45 3,32 2.41 3,70 2.90
19:0 iso 0,33 1,11 0,89 0,36 1,20 1,10 0,67 1,07 113
19:0 anteiso 0,12 0,50 045 015 0,76 0,24 0,34 0,66 0,53
19:00 005 0,38 0,34 0,07 0,52 0,44 0,27 0,44 0,44

18:1 20H 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,04 0,09 0,00
20:4 W6.9,12,15¢ 0,40 0,72 075 0,38 0,84 0,82 0,58 085 0,87
20:1 wc 0,23 1,52 145 025 143 125 035 1,32 1,36
20:1 wc 1,63 3.17 3.03 165 295 301 189 287 279
20:00 0,95 1,80 1,80 0,95 1,93 1,97 1,00 1,82 1,89
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APENDICE E - Andlise estatistica dos dados de CO , acumulado do solo
contaminado com gasolina apos aplicag ao de diferentes concentracbes
dos inoculantes AG e BG e do composto nao-enriquecido

Quadro da ANOVA
Fontes de Graus de Soma dos Quadrado =
variacdo liberdade guadrados Médio
Total 26 907,44
Total de reducao 8 625,71 78,21 5,00
Concentragao 2 64,59 32,29 2,06
Tratamento 2 266,19 133,09 8,50
Concentragao x 4 294,92 73,73 4,71*
tratamento
Residuo 18 281,73 15,65

Coeficiente de variagao= 8,7

Teste de médias os valores de CO, acumulado do solo contaminado
com gasolina apds aplicagao de diferentes indculos

Inéculo Médias*
Inoculante AG 48,25 A
Inoculante BG 47,04 A
Cor_npost_o nao- 41078
enriquecido

* As médias de CO, acumulado (umol de CO, g'1 de massa seca do solo) seguidas pela
mesma letra n&o diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Desdobramento da interacdo concentracdo do inéculo x tratamento -
regressao para os tratamentos com aplicacdo dos inoculantes AG e BG
ao solo contaminado com gasolina

Fontes de Graus de Soma dos -
variagdo liberdade gquadrados Quadrado Médio F
Regresséao 1 0,3250E-02 0,3250E-02 28,14*

Independente da

~ 1 0,1155E-03 0,1155E-03
regresséo
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Parametros da regressao:

Modelo Exponencial

Nome Coeficiente
probab. Coeficiente Desvio padréo Valorde T Beta
Constante 0,1623E+01
Tratamento 0,2015E-02 0,3799E-03 5,30 0,98
Y=1,62.0,98"

R, ajustado= 0,93

Desdobramento da interacdo concentracdo do inéculo x tratamento -
regressao para o tratamento com aplicacdo do composto nao-enriquecido
ao solo

Fontes de Graus de Soma dos Quadrado
S ) g F
variagdo liberdade quadrados médio
Regresséo 1 60,76 60,76 1279,47*
Independente 1 0,4749E-01  0,4749E-01
da regresséo
Parametros da regresséo:
Modelo Logaritmico 10
Nome probab. Coeficiente Desvio padrdo Valorde T Coetf;;gnte
Constante 0,6255E+02
Log conc. -0,1543E+02 0,4314E+00 -35,76 -0,99

Y= 62,55 - 0,99logx; R, ajustado= 0,99
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APENDICE F - Andlise estatistica dos dados de CO , acumulado do solo
contaminado com Oleo diesel apos ap licacdo de diferentes concentracdes
dos inoculantes AD e BD e do composto nao-enriquecido

Quadro da ANOVA
Fontes de Graus de Somados Quadrado =
variacao liberdade guadrados médio
Total 26 1949,63
Total de reducao 8 994,53 124,31 2,34
Concentragao 2 73,81 36,90 0,70
Tratamento 2 826,13 413,06 7,78
Concentragao x 4 94,58 2364  045ns.
tratamento
Residuo 18 955,09 53,06

Coeficiente de variagao = 4,1686

Teste de médias dos valores de CO, acumulado do solo contaminado com déleo
diesel apds aplicacao de diferentes inéculos

In6culo Médias*
Inoculante BD 180,39 A
Inoculante AD 176,60 A
Composto ngo- 167,23 B
enriquecido

* As médias de CO, acumulado (umol de CO, g'1 de massa seca do solo) seguidas pela
mesma letra no diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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APENDICE G - Andlise estatisti ca dos dados de porcentagem de
degradacdo de hidrocarbonetos totais de petroleo (TPH) do solo
contaminado com Oleo diesel ap6s ap licagdo dos inoculantes AD e BD e
do composto ndo-enriquecido em diferentes concentracées

Quadro da ANOVA
Fontes de Grausde Somados Quadrado =
variagdo liberdade quadrados médio
Tratamento 2 43,67 21,83 26,64
Concentragao 2 242,46 121,23 147,92
Concentracgao x 4 32,69 8.17 9.97*
tratamento
Residuo 9 7,37 0,81

Coeficiente de variagao= 0,947

Teste de médias dos valores de porcentagem de degradacgao de
hidrocarbonetos totais do petrdleo em solo contaminado com 6leo diesel apés
aplicacao de diferentes indculos

In6culo Médias*
Inoculante BD 97,78 A
Inoculante AD 94,94 B
Cor_npostp nao- 94,15 B
enriquecido

* As médias de porcentagem de degradagao de TPH seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Desdobramento da interacdo concentragao x tipo de inéculo:

A regressao das médias de porcentagem de degradacdo de TPH dos
tratamentos com os inoculantes AD e BD e com composto nao-enriquecido ndo
foi signficativa, embora haja interagdo entre os tratamentos e as concentragoes
dos inoculantes.

Desdobramento da interacdo concentragao x tratamento:

Esta contido no capitulo Il da dissertagao (Tabela 6).
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APENDICE H - Andlise estatistica dos dados de CO , acumulado do solo
contaminado com gasolina apos aplicacdo de composto esterilizado,
inoculantes AG e BG e do composto nao-enriquecido

Quadro da ANOVA

Fontes de Graus de Soma dos Quadrado

variacao liberdade  quadrados Médio F
Tratamento 5 4333,74 866,74 71,57*
Residuo 12 145,31 12,10

Coeficiente de variagao= 10,24

O teste de médias dos valores de CO, dos tratamentos empregados no
solo contaminado com gasolina esta contido na figura 2 do capitulo .
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APENDICE | - Andlise estatistica dos dados de CO

contaminado com oOleo diesel apos

» acumulado do solo

aplicacdo de composto esterilizado,

inoculantes AD e BD e do composto ndo-enriquecido

Quadro da ANOVA

Fontes de Graus de Somados Quadrado =

variagdo liberdade  quadrados médio
Tratamento 5 22415,54 4483,10 49,34*
Residuo 10 908,59 90,85

Coeficiente de variagao= 5,554

O teste de médias dos valores de CO, dos tratamentos empregados no
solo contaminado com oleo diesel esta contido na figura 2 do capitulo .
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APENDICE J - Andlise estatisti ca dos dados de porcentagem de
degradacéo de hidrocarbonetos totais  do petréleo no solo contaminado
com 6leo diesel apds aplicagdo de co mposto esterilizado, inoculantes AD
e BD e do composto nao-enriquecido

Quadro da ANOVA
Fontesde  Graus de Soma dos Quadrado =
variacdo liberdade  quadrados médio
Tratamento 5 4452,98 890,59 170,26*
Residuo 5 26,15 5,23

Coeficiente de variagao= 3,005

O teste de médias dos valores de porcentagem de degradacéo de TPH
seguidas no solo contaminado com 6leo diesel esta representado na tabela 7
do capitulo Il.

100



APENDICE K - Média das porcentagens dos ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) extraidos do solo apo6s a
aplicacdo dos inoculantes e do composto nado-enriqueci do em diferentes concentr acdes, 10, 30 ou 50 g.kg . AG
(inoculante A da gasolina), BG (inoculante B da gasolin a), Ce (composto esterilizado), Se (solo esterilizado), C
(composto nao-enriquecido), solo (solo contamin ado com gasolina sem adicdo de inoculo).

Acido graxo Solo Ce+Se Ce+S C (10) C (30) C(0) AG(10)0 AG((30) AG((50) BG(10) BG(30) BG (50)
12:00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14:0 iso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14:00 0,00 0,00 0,40 0,00 0,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

15:0 isso 0,72 1,33 1,20 0,97 1,75 0,92 1,29 0,86 1,09 0,99 0,98 1,08
15:0 anteiso 0,40 1,30 1,19 2,36 2,83 1,45 4,37 3,08 3,99 3,03 3,59 3,72
15:1 whc 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,53 0,00 0,00 0,00 0,00
16:1iso H 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16:0 iso 3,92 3,08 2,55 2,70 2,96 2,08 3,21 2,39 2,67 2,80 2,44 2,61
16:0 anteiso 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16:00 8,76 11,74 11,52 10,46 12,62 10,88 10,25 8,68 9,29 9,37 8,87 10,29

16:1 wsc 0,00 0,20 0,56 0,14 0,30 0,63 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,22
15:0 iso 30H 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,88 0,00 0,00 0,38 0,00
17:0iso 3,23 1,99 1,83 1,81 1,89 1,74 1,95 1,74 1,65 1,96 1,79 1,68
17:1 anteiso w9c 0,55 1,60 1,22 0,86 0,84 0,56 0,98 0,83 0,00 0,67 1,18 0,42
17:0 anteiso 0,93 2,24 2,23 6,14 4,08 3,09 8,27 8,17 8,70 7,82 8,76 7,72
17:1 w8c 0,00 0,00 0,24 0,00 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17:0 cyclo 0,00 0,27 0,46 0,00 0,18 0,20 0,23 0,00 0,00 0,00 0,25 0,00
17:00 0,00 0,78 0,84 0,60 0,71 0,22 0,68 0,43 0,18 0,45 0,32 0,43
16:0 20H 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,17 0,00 0,86 0,00 0,00 0,44 0,36
17:0 10-methyl 0,66 0,30 0,56 0,52 0,66 0,21 0,68 0,00 0,00 0,21 0,00 0,26
18:3 wéc (6,9,12) 1,31 1,38 1,07 1,08 1,00 1,32 0,71 1,10 1,21 1,15 1,24 1,11
18:0iso 0,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
18:1 w9c 11,58 20,22 20,73 19,60 16,29 19,15 17,24 15,41 21,26 20,57 19,76 18,67
18:1 w5c 0,00 4,59 3,71 2,67 2,81 3,77 3,16 3,52 4,27 3,24 4,45 4,33

Continua...
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Tabela 1, Cont.

Acido graxo Solo CetSe  Ce+tS  C(10) C(30) C(50) AG(10) AG(30) AG (50) BG (10) BG (30) BG (50)
18:00 1641 11,06 1163 1029 10,05 1137 1150 1022 1141 1196 1207 1117
17:0 20H 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40 0,00 0,00 0,00 0,61 0,00
18:0 #%‘é“:thy" 314 3.25 348 3.35 1,41 2.70 3.07 6,23 1,82 259 1,43 275
19:0 iso 0,00 045 1,06 0,83 0,52 0,00 0,39 1,27 0,00 045 075 0,40
19:0 cyclo w8c 8,87 313 283 3,08 373 278 3,58 3,63 3,52 3,87 333 317
18:0 20H 3.95 1,92 1,26 213 213 228 1,55 256 348 0,59 215 1,97
20:4 W6,9,12,15¢ 0,00 0,61 0,75 0,60 0,34 0,62 0,50 0,64 0,34 0,67 0,66 0,30
20:0 isso 538 412 3,31 332 286 3,71 3.12 333 3,63 3,82 3.28 3,44
20:1 w9c 0,00 0,00 0,49 0,00 0,18 0,41 0,00 0,00 0,00 0,00 0,39 0,45
20:1 W7c 0,00 250 222 1,90 163 1,96 1,64 1,94 211 3.20 219 2.10
20:00 5.66 3.03 240 239 231 249 231 248 3.03 297 232 245
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APENDICE L - Andlise estatistica dos dados de CO
contaminado com gasolina apos aplicaca
composto ndo-enriquecido armazenado

refrigeracao

Quadro da ANOVA

» acumulado do solo
o dos inoculantes AG e BG e do
S em temperatura ambiente e sob

Fontes de Graus de Soma dos Quadrado
. ) 1 F

variacao liberdade  quadrados médio
Tratamento 3 9073,03 3024,34 417,55
Temperatura 1 10,21 10,21 1,41
Trat. x "

3 2507,26 835,75 115,38

Temp.
Residuo 15 108,64 7,24

Coeficiente de variagao= 5,240

Desdobramento da interacdo tratamento

Esta contido no capitulo Il (Tabela 10).

Desdobramento da interacdo temperatura

versus temperatura:

versus tratamento:

Tratamento/Temperatura Ambiente Refrigeracdo  (6-8C)
Inoculante AG 61,21 B 729 A
Inoculante BG 59,48 B 65,87 A

Composto ndo-enriquecido 53,02 B 66,52 A
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APENDICE M - Anélise estatistica dos dados de CO , acumulado do solo
contaminado com oOleo diesel apds ap licacdo dos inoculantes AD e BD e
do composto ndo-enriqguecido armazenados em temperatura ambiente e
sob refrigeracao

Quadro da ANOVA
Fontes de Graus de Soma dos Quadrado =
variacdo liberdade  quadrados médio
Tratamento 3 55996,44 18665,48 651,07
Temperatura 1 8337,76 8337,76 290,83
Trat. x Temp. 3 31826,29 10608,76  370,04*
Residuo 16 458,69 28,66

Coeficiente de variagao= 3,256

Desdobramento da interacdo tratamento  versus temperatura:

Esta contido no capitulo Il (Tabela 10).

Desdobramento da interacdo temperatura  versus tratamento:

Tratamento/Temperatura Ambiente Refrigeracao (6-8C)
Inoculante AD 189,43 B 200,01 A
Inoculante BD 198,18 A 202,07 A

Composto ndo- 181.45 A 181,12 A
enriguecido
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APENDICE N - Andlise estatistica dos dados de porcentagem de
degradacdo de hidrocarbonetos totais  do petréleo no solo contaminado
com Oleo diesel apés aplicacdo dos  inoculantes AD e BD e do composto
nao-enriquecido armazenados em temperatura ambiente e sob
refrigeracao

Quadro da ANOVA

Fontes de Grausde Somados Quadrado =
variacao liberdade quadrados médio
Tratamento 3 6643,13 2214,38 416,73
Temperatura 1 1558,60 1558,60 293,32
Trat. x Temp. 3 6130,60 2043,53  384,58*
Residuo 8 42,50 5,31

Coeficiente de variagao= 3,071

Desdobramento da interacdo tratamento  versus temperatura:

Esta contido no capitulo Il (Tabela 11).

Desdobramento da interacdo temperatura  versus tratamento:

Tratamento/Temperatura Ambiente  Refrigeracdo (6-8C)
Inoculante AD 96,55 A 98,14 A
Inoculante BD 66,66 B 84,29 A

Composto ndo- 91,66 A 7832 B
enriguecido
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APENDICE O - Média das porcentagens de ésteres metilicos de acidos
graxos (FAME) extraidos do solo a pOs aplicacdo dos inoculantes e do
composto ndo-enriquecido armazenados em temperatura ambiente (amb)
ou sob refrigeracéo (8 ). AG (inocul ante A da gasolina), BG (inoculante
B da gasolina), C (composto ndo-en riquecido), solo (solo contaminado
com gasolina sem adicao de inoculo).

Acido graxo Solo AGamb AG8C BGamb BG8T Camb Cc8<T
13:0 anteiso 2,12 0,00 0,00 1,81 0,00 0,00 0,21
14:0iso0 0,00 0,00 0,38 0,56 0,00 0,00 0,00
14:00 0,00 0,00 0,00 0,22 0,38 0,00 0,00
15:0is0 0,00 1,46 1,94 2,20 2,28 1,75 1,44
15:0 anteiso 3,67 3,10 3,57 3,83 3,59 2,50 2,34
16:1isoH 0,00 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00
16:0iso0 11,08 4,30 5,89 6,00 5,85 5,64 4,89
16:1 w5c 0,00 0,00 0,00 0,21 0,39 0,00 0,32
16:00 10,33 9,19 9,13 10,41 10,27 10,81 10,09
17:1 anteiso w9c 3,94 2,45 5,27 4,80 3,85 5,84 5,61
17:0iso0 5,26 2,59 3,24 3,21 3,21 3,94 3,17
17:0 anteiso 8,45 6,99 7,31 6,63 7,22 5,53 5,58
17:1w8c 0,00 1,00 0,97 1,66 1,39 1,58 1,71
17:00 0,00 1,27 1,35 1,55 1,41 1,48 1,46
16:0 20H 0,00 0,34 0,47 0,32 1,30 1,05 0,91
17:0 10-methyl 3,35 2,00 1,86 2,21 2,24 2,39 2,46
18:3 wéc (6,9,12) 8,34 1,33 1,70 1,25 1,83 1,81 1,89
18:0iso0 0,00 0,00 0,00 0,52 0,00 0,00 0,00
18:1w9c 12,45 22,10 17,80 19,28 17,40 19,14 17,30
18:1 w5c 0,00 4,04 3,81 3,33 4,67 4,88 4,45
18:00 9,43 14,33 13,85 11,31 13,54 14,14 13,58
18:1 w7c 11-methyl 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,26 0,00

: -meth

18:0 %%g‘:t vl 6,33 6,67 444 5,81 7.19 113 8,08
19:0is0 0,00 1,95 1,36 1,65 1,58 1,55 2,17
20:4 w6,9,12,15¢ 0,00 2,08 3,91 1,90 1,92 1,34 1,79
20:0 iso 7,82 5,18 4,88 3,85 3,65 5,03 4,40
20:1 w9c 0,00 0,51 0,47 0,44 0,00 0,00 0,00
20:1 w7c 0,00 3,16 2,53 2,11 1,89 2,68 2,91
20:00 7,43 3,95 3,87 2,50 2,97 3,54 3,23
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