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Resumo: Durante o processamento do petroleo ha a geragédo de grande quantidade do residuo solido
denominado borra oleosa, o qual é classificado como residuo perigoso. Dentre as técnicas utilizadas
para o tratamento deste residuo, destaca-se o processo chamado Landfarming. Dentre as
metodologias atualmente empregadas para avaliar a eficiéncia destes processos sdo utilizadas
basicamente andlises quimicas. Entretanto, faz-se de extrema importancia a adogdo de técnicas
ecotoxicoldgicas para avaliar a real eficiéncia na descontaminacéo destes solos impactados. Em vista
disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial fitotoxico apds o processo de biorremediacéo
de solos impactados com borra oleosa petroquimica utilizando casca de arroz e cavaco de madeira,
como material estruturante. Foram montados ensaios com solo contaminado com 1% de borra oleosa
e feita a adigcdo de casca de arroz e cavaco de madeira em diferentes proporgdes, 5 e 10%. Para a
avaliacdo da eficiéncia do processo de degradacdo do contaminante foi utilizada andlise de
ecotoxicidade dos solos antes e apds a aplicacdo das técnicas de biorremediacdo, através de ensaios
de fitotoxicidade utilizando repolho e rucula. Verificou-se que o maior indice de germinacdo (IG)
para ambas sementes foi no tratamento com 10% de casca de arroz (214% para repolho e 257,30%
para rucula). Os menores valores de IG para ambas as espécies ocorreram na atenuacao natural. A
casca de arroz e o cavaco de madeira mostraram ser alternativas promissoras para a biorremediacéo
de solos impactados devido ao aumento promovido na degradacdo da borra oleosa e reducédo da
toxicidade nos solos.

Palavras-chave: Biorremediacdo; Borra oleosa; Fitotoxicidade; Landfarming; Residuos
agroindustriais.
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PHYTOTOXICITY ASSESSMENT OF THE SOIL CONTAMINATED
WITH PETROCHEMICAL WASTE AFTER THE PROCESS OF
BIOREMEDIATION

Abstract: During the oil refining is generated a large amount of solid waste called oily sludge, a
hazardous waste. The process called land farming stands out among the techniques used for the
treatment of this waste. Among the methods currently used to evaluate the efficiency of these processes
are basically used chemical analysis. However, it is extremely important the adoption of
ecotoxicological techniques to assess the actual efficiency of remediation of those impacted soils. Thus
the objective of this study was to evaluate the potential phytotoxic after the bioremediation process of
soils impacted with petrochemical oily sludge using rice husks and wood chips, as a bulking agents.
Assays were set up with Landfarming contaminated soil 1% oily sludge and addition of rice husks and
wood chips in different proportions, 5 to 10%. For the evaluation of the oily sludge degradation was
used soil ecotoxicity analysis before and after the application of bioremediation techniques through
tests phytotoxicity using cabbage and arugula. It was found that the highest germination index (GI) for
both the seed was treated with 10% rice hulls (214% to 257.30% for cabbage and arugula). The lower
Gl values for both species occurred in the natural attenuation. The rice husk and wood chips shown to
be promising alternatives for the bioremediation of soils impacted due to the increase in mean
degradation of the oily sludge and reduced toxicity in soils.

Keywords: Bioremediation; Qily sludge; Phytotoxicity; Landfarming; Agroindustrial waste

1. INTRODUCAO

A partir do século XX, o petrdleo passou a ser a principal fonte de energia do mundo,
havendo a necessidade de investimentos em sua extracdo e refino. A industria petroquimica tornou-se
uma das mais influentes e importantes na atualidade, tendo destaque o setor de combustiveis e bens de
consumo. A partir do petrdleo bruto diversos produtos sdo gerados, como: gas liquefeito de petroleo
(GLP), gasolina, querosene, 6leo combustivel de aviagdo, asfalto, gasoleo, lubrificantes, matérias
primas petroquimicas, borrachas, plasticos, tecidos sintéticos, tintas, entre outros (CERQUEIRA,
2011; MARIANO, 2001).

Segundo a Organizacdo dos Paises Exportadores de Petroleo (OPEP) a demanda mundial
de petréleo no segundo trimestre de 2015 foi de 91,76 milhGes de barris/dia. No Brasil, a demanda
aumentou cerca de 0,12 milhdes de barris/dia em 2015 enquanto que a distribui¢do interna brasileira
em junho do mesmo ano foi de 2,48 milhdes de barris/dia (OPEC, 2015).

Diversos residuos sdo gerados na cadeia produtiva do petréleo, relacionado as etapas de
refino e processamento, entretanto o que tem recebido maior atengdo é a borra oleosa. Este residuo é
classificado como Classe 1 pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), podendo
apresentar caracteristicas de inflamabilidade, toxicidade, corrosividade e patogenicidade (ABNT,
2004).

A borra oleosa é constituida de agua, solidos grosseiros, 6leos, gorduras, compostos
organicos, elementos quimicos e metais (CERQUEIRA, 2011). Entre os compostos organicos
presentes, 0s mais comuns sdo os hidrocarbonetos saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos (LIU et
al., 2011). Dentre os compostos organicos presentes, 0s de maior preocupagdo séo 0s hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), baseados na sua ecotoxicidade 16 deles foram classificados pela
Agéncia de Protecdo ambiental dos Estados Unidos (USEPA) como poluentes prioritarios para a
remediacdo (CHAUHAN et al., 2008).

Diversos processos sdo utilizados no tratamento da borra oleosa, dentre eles estdo os
processos fisicos, quimicos e bioldgicos. Entretanto, muitos destes sdo onerosos ou resultam em uma
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descontaminacdo incompleta. Em contrapartida, processos que utilizam a competéncia bioldgica de
microrganismos (biorremediagdo) se mostram promissores para o tratamento de poluentes, como 6leo
e derivados, no meio ambiente (CERQUEIRA, 2011; MOLINABARAHONA et al., 2004).

Uma das técnicas utilizadas é o Landfarming, na qual se introduz o contaminante na
camada reativa do solo e através de operacfes de aragem e gradagem é estimulada a degradacdo do
residuo pelos microrganismos aerobios ali presentes (SOUZA, 2010).

As técnicas de biorremediagdo para a recuperagdo de solos contaminados por petréleo sao
principalmente baseadas em processos aerobicos, cujas etapas iniciais de degradacdo dos
hidrocarbonetos envolvem a oxidagdo de substratos por enzimas oxigenases (BOOPATHY, 2003). E
um processo mediado por microrganismos, onde ocorre a transformagdo de uma substancia toxica em
outras mais simples, mas ndo necessariamente menos toxica (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).

Bioensaios de toxicidade sdo importantes na determinacdo da eficacia do processo de
biorremediacdo, ndo considerando apenas a diminuicdo na concentracdo dos hidrocarbonetos no
ambiente e/ou os altos indices de atividade microbiana (LOPES, 2014). Métodos biol6gicos, como por
exemplo, a avaliacdo da fitotoxicidade tem se mostrado importantes ferramentas na avaliagdo da
qualidade do solo sendo mais adequados para a determinacéo de possiveis riscos que os contaminantes
possam oferecer quando presentes no solo (TANG et al., 2011).

Esse método de avaliagdo da fitotoxicidade utilizando sementes inoculadas diretamente
no solo traz a vantagem de diminuir ddvidas sobre a presenga ou ndo do contaminante na amostra.
Segundo Marin e colaboradores (2006), nos bioensaios realizados com solugdo aquosa séo avaliados
apenas 0s contaminantes que estdo presentes nesse extrato.

A adequada oxigenacdo do solo é de suma importancia para o desenvolvimento e
desempenho dos microrganismos aerobios, o que pode ser melhorado utilizando materiais
estruturantes para aumentar a aeragdo. Os materiais estruturantes mais comuns séo a serragem, palhas
e cascas de origem vegetal, residuos agricolas, dentre diversos outros (SANTOS, 2007).

A casca de arroz e 0 cavaco de madeira, considerados passivos ambientais das suas
respectivas industrias, surgem como alternativa interessante para aplicacdo em solos contaminados.
Ambos sdo materiais disponiveis e baratos e podem ser utilizados como agentes na biorremediacéo do
solo impactado com borra oleosa.

Segundo o Instituto de Pesquisa Aplicada a Economia (IPEA), o Brasil € o nono maior
produtor mundial de arroz. O estado do Rio Grande do Sul se destaca dentre os estados sendo 0 maior
em geracdo de casca de arroz do pais, com uma quantia de 1,24 milhGes de toneladas ao ano e um dos
principais produtores de lenha oriundo da silvicultura (IBGE, 2010; MINISTERIO DE MINAS E
ENERGIA, 2014).

Nesse contexto, o presente trabalho visa avaliar o potencial fitotoxico apds o processo de
biorremediacdo de solos contaminados com borra oleosa petroquimica utilizando casca de arroz e
cavaco de madeira, como material estruturante.

2. MATERIAL E METODOS

A amostra de borra oleosa foi coletada de Valos de Tratamento e Disposi¢do de uma
unidade de tratamento de residuos sélidos localizada no sul do Brasil. As amostras de solo foram
coletadas de 10 pontos distintos a uma profundidade de 0-30 cm de uma célula de Landfarming e
acondicionadas em sacos plasticos em temperatura ambiente. Essa célula ndo recebia borra oleosa ha
cerca de 4 meses. O solo foi homogeneizado e peneirado em peneiras de 2 mm.

2.1. Montagem dos Experimentos

Em frascos de vidro de 1 L com fechamento hermético foram montados os ensaios de
biorremediacdo, nos quais foram adicionados 200 g de solo e adicionado 1% de borra oleosa. A
umidade dos solos foi ajustada para 80% da capacidade de campo com agua destilada. Os frascos
foram mantidos em estufa a 30°C durante 84 dias. Em média, a cada 5 dias foi realizado o
revolvimento do solo no frasco com o intuito de homogeneizar e promover a aeracdo dos solos
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(CERQUEIRA, 2014). A adicdo de agua destilada, borra oleosa e os materiais estruturantes foram
realizados sob homogeneizacéo.

Foram testados dois materiais estruturantes, casca de arroz e cavaco de madeira, e em
diferentes proporcdes, 5 e 10%, sendo montados os seguintes experimentos em triplicata:

Ba — Branco: frasco vazio;

CN — Controle: solo sem contaminacgéo de borra oleosa em laboratério;

AN - Atenuacéo natural: solo contaminado com borra oleosa;

CAb5 - solo contaminado com borra oleosa e adicionado de 5% de casca de arroz;

CAI10 - solo contaminado com borra oleosa e adicionado de 10% de casca de arroz;
CMS5 - solo contaminado com borra oleosa e adicionado de 5% de cavaco de madeira;
CM10 - solo contaminado com borra oleosa e adicionado de 10% de cavaco de madeira;

Para avaliagdo do potencial fitotoxico ap6s o processo de biodegradacéo foram analisados
os solos antes e ap0s a aplicacdo das técnicas de biorremediagéo. Para isto, foram realizados ensaios
utilizando duas diferentes espécies de hortaligas. Esta técnica foi realizada para avaliar a reagdo de
organismos vivos na presenca dos hidrocarbonetos e de possiveis metabolitos toxicos envolvidos na
degradacéo destes.

Os ensaios de fitotoxicidade das amostras de solo dos diferentes tratamentos foram
realizados no tempo inicial e final de processo, de acordo com Lopes (2014). Foram utilizados dois
organismos-teste: Brassica oleracea (repolho) e Eruca sativa (racula). As sementes utilizadas foram
de um mesmo fornecedor (FELTRIN) e do mesmo lote.

Para a realizacdo dos bioensaios foram adicionados, em copos plasticos com capacidade
de 50 ml, 25 g de solo, 2 ml de &gua destilada e 10 sementes do organismo-teste. Para cada tratamento
foram realizados bioensaios em triplicata. Depois de semeado, os copos plasticos foram cobertos com
plastico filme para ndo haver perda de umidade, e incubados em uma estufa climatizada a 21°C, no
escuro, durante 120 horas. Foi realizado o ensaio de fitotoxicidade também para o controle negativo a
fim de verificar a eficécia do ensaio.

Apobs 120 horas, recipientes foram retirados da estufa e foram realizadas as medic¢des do
hipocotilo e da raiz dos organismos-teste, assim como realizada a contagem de sementes germinadas.

As analises realizadas para cada experimento, utilizando a metodologia de Lopes (2014),
foram: germinacdo relativa das sementes, desenvolvimento da raiz, desenvolvimento do hipocétilo e o
indice de germinacéo.

Germinacao relativa das sementes (%G)

A determinacdo da germinacdo das sementes dos tratamentos foi feita em relago a
guantidade de sementes germinadas no controle negativo (CN). Foram consideradas germinadas as
sementes que desenvolveram raiz e hipoc6tilo maiores ou iguais a 2 mm, conforme a equacao:

%G = (SGa/SGc)*100 Q)
Onde,

Sga = nimero total de sementes germinadas na amostra analisada;

SGc = nimero total de sementes germinadas no CN.
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Desenvolvimento da raiz e do hipocotilo (%6R)

Para a determinagéo do desenvolvimento de cada plantula, foram efetuadas as medidas de
tamanho da raiz e do hipocétilo utilizando um escalimetro.

O célculo foi desenvolvido utilizando a média do alongamento da raiz e do hipocétilo nas
sementes germinadas nos tratamentos e da média do alongamento da raiz e do hipocétilo nas sementes
germinadas no controle negativo, conforme equacao:

(%R) = (MRa/MRc)*100 (2)
Onde,
MRa = média do alongamento da raiz nas sementes germinadas no experimento analisado;
MRc = média do alongamento da raiz nas sementes germinadas no CN.
Indice de germinagcéo (1G)

A determinacdo do indice de germinacdo foi calculada a partir das medidas de
germinacéo relativa das sementes ao CN (%G) e do alongamento da raiz e do hipocotilo relativo ao
CN (%R), conforme a equacéo:

IG =[(%G)*(%R)]/100 3)

Os resultados obtidos foram analisados empregando o teste de Tukey (comparacéo entre
médias) a um nivel de confianca de 95%, utilizando o software Statistica 7.1.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Testes de toxicidade podem ser definidos como procedimentos nos quais as respostas dos
organismos-teste sdo utilizadas para detectar ou avaliar os efeitos, adversos ou ndo, de uma ou mais
substancias sobre os sistemas biologicos (LAITANO e MATIAS, 2006). Essa avaliagdo € necessaria
quando se deseja certificar que ndo houve formacdo de metabodlitos toxicos durante a degradacdo da
borra oleosa.

Com o objetivo de avaliar a ecotoxicidade dos solos de Landfarming impactados com
borra oleosa petroquimica ap6s diferentes tratamentos de biorremediacéo e adicionando a casca de
arroz e cavaco de madeira como material estruturante, foram realizados ensaios fitotoxicoldgicos com
dois organismos testes (racula e repolho), onde foram avaliados: a germinagdo das sementes, 0
desenvolvimento da raiz e do hipocotilo e o indice de germinacao.

As Figuras 1 e 2 mostram os resultados obtidos de germinacdo relativa nos ensaios
utilizando rucula e repolho, respectivamente. A medida da germinagao relativa (%G) representa, em
porcentagem, a relacdo entre a quantidade de sementes germinadas no tratamento avaliado e no
controle negativo.

O experimento que mostrou maior resposta de germinacdo relativa, utilizando as
sementes de rucula (Figura 1), foi o ensaio CA5 (111,1%), fato este que se repetiu nos ensaios
utilizando sementes de repolho (Figura 2), onde a maior germinagdo alcan¢ou a mesma porcentagem
(111,11) tanto para o ensaio CA5, quanto para o ensaio CA10.

Figura 1. Germinacdo relativa das sementes de rucula
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Figura 2. Germinacao relativa das sementes de repolho.
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As Figuras 3 e 4 exibem os valores obtidos de desenvolvimento relativo da raiz e do
hipocdtilo (%R) para as sementes de rdcula e repolho, respectivamente. O desenvolvimento relativo da
raiz e do hipocotilo é calculado a partir da relacdo entre a média do alongamento da raiz e do
hipocétilo das sementes germinadas na amostra e a média do alongamento da raiz e do hipocétilo do
controle negativo.

No desenvolvimento relativo da raiz, o melhor resultado para ambas sementes ocorreu no
experimento CA10, apresentando 257,30% para rucula e 192,76% para o repolho.
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Figura 3. Desenvolvimento relativo da raiz da rdcula.
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Figura 4. Desenvolvimento relativo da raiz do repolho.
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Os resultados indice de germinacdo sdo apresentados nas Figuras 5 e 6 para rlcula e
repolho respectivamente. Esse indice é calculado com base na porcentagem de germinacdo e do
desenvolvimento da raiz e do hipocotilo.
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Figura 5. Indice de germinagéo para rucula.
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Figura 6. Indice de germinacao para repolho.
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Os maiores indices de germinagdo foram encontrados, tanto para a racula como para o
repolho, no ensaio CA10. Os valores obtidos foram de 257,3 e 214,17 para a rucula e para o repolho,
respectivamente.

Comparando os valores de indice de germinacéo nas Figuras 5 e 6, observa-se que houve
uma reducdo da toxicidade do solo, pois todos os tratamentos com adi¢cdo de material estruturante
obtiveram valores maiores no tempo final que a atenuacdo natural, mostrando que os tratamentos
aplicados sdo mais eficientes na degradagdo de contaminantes e ndo geram compostos intermediérios
toxicos para organismos Vvivos.

REALIZACAO INFORMACOES
dz abes-rs@abes-rs.org.br
ABES-RS PUC : “pam W 51 3212.1375 ’




Regulamentacdo Ambiental,
Desenvolvimento e Inovacéo

Os valores altos encontrados podem ser explicados pelo fato de que os célculos se
baseavam no controle negativo. O solo utilizado como controle negativo era proveniente de células de
Landfarming, que, mesmo néo tendo sido utilizada ha aproximadamente quatro meses, ainda poderia
conter hidrocarbonetos, visto a recalcitrancia dos mesmos. Sendo assim, o controle negativo
apresentou baixos valores de alongamento de raiz e hipocotilo e por ser uma medida inversamente
proporcional aumentou os valores de desenvolvimento de raiz e consequentemente de indice de
germinagéo.

Em estudo realizado por Lopes (2014) utilizando alface e rdcula como organismos-testes
para avaliar a fitotoxicidade de solos contaminados com éleo lubrificante e biorremediados com a
adicdo de surfactante comercial e biossurfactante foi concluido que os tratamentos de biorremediagéo
diminuiram os efeitos fitotdxicos do contaminante em um periodo de 180 dias.

Souza (2010) avaliou a fitotoxicidade, através de bioensaios com sementes de cebola, em
solos contaminados com borra oleosa e biorremediados com adicdo de 20% casca de arroz e observou
que houve diminuigdo do efeito de clastogenicidade e mutagenicidade ap6s 180 dias de tratamento.

A Tabela 1 mostra as porcentagens de sementes germinadas de repolho e ricula nos
ensaios realizados, comparando os tempos inicial e final de biorremediagé&o.

Tabela 1. Porcentagem de germinacdo do controle negativo, atenuacdo natural e
tratamentos de biorremediacéo no periodo inicial e final.

Sementes Sementes
Tempo Tratamentos germinadas germinadas
REPOLHO (%) RUCULA (%)
CN 83,33 73,33
Inicial
AN 36,67 30
AN 93,3 63,3
CAS5 100 100
Final CA10 100 90
CM5 93,3 60
CM10 93,3 96,6

Observa-se na Tabela 1, que nos bioensaios com sementes de repolho houve, no tempo
final, diminuicdo da ecotoxicidade do solo no tratamento de atenuacéo natural tanto quanto houve nos
demais tratamentos envolvendo a adicdo de material estruturante. O mesmo ndo ocorreu com as
sementes de rdcula, onde a atenuacdo natural e o ensaio CM5 obtiveram porcentagens de germinagao
menores no tempo final comparando com o controle negativo no tempo inicial, mas mesmo assim
maiores que a porcentagem de germinacao da atenuagdo natural no tempo zero. Isso indica que houve
diminuicdo da ecotoxicidade com menor eficiéncia. Esse comportamento corrobora com os resultados
obtidos na respirometria, pois o tratamento CM5 apresentou a menor producgdo de C-CO, dentre os
tratamentos com adicao de material estruturante.

As sementes, quando comparadas em relacdo ao estresse provocado pelo contaminante,
observa-se que a rdcula foi mais sensivel. O mesmo comportamento foi descrito por Lapa (2014) em
estudo utilizando rdcula e alface como bioindicadores da ecotoxicidade de um solo contaminado com
borra oleosa petroquimica pds-tratamento com bioaumentacdo e bioestimulagdo, onde foi observado
que a racula foi a mais sensivel. Em diversos estudos, o tamanho das sementes foi relatado como
causador da maior sensibilidade de sementes a fatores ambientais adversos, sendo as menores as mais
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sensiveis, como por exemplo, a rdcula (CRUZ, 2013; SATERBAK et al., 1999; WIERZBICKA e
OBIDZINSKA, 1998).

Os tratamentos que apresentaram melhores resultados quanto & diminuicdo da
ecotoxicidade do solo apés a biorremediacdo foram os ensaios que tiveram adi¢do de casca de arroz
nas duas porcentagens. O tratamento mais eficiente para a biorremediacdo de solo de Landfarming
impactado com borra oleosa foi 0 experimento com adigdo de 10% de casca de arroz, pois apresentou
melhores resultados tanto nas andlises respirométricas quanto nas analises de fitotoxicidade. 1sso
demonstra que a casca de arroz além de promover a degradacdo dos hidrocarbonetos diminuiu a
ecotoxicidade do solo. Apesar do tratamento contendo 10% de cavaco de madeira ter apresentado
maior producdo de C-CO, nas analises respirométricas, apresentou valores menores de indice de
germinacdo nas analises de fitotoxicidade.

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Os solos apresentaram reducdo da toxicidade ap6s os 84 dias de tratamentos de
biorremediacdo. Os experimentos onde houve adi¢do de material estruturante apresentaram indices de
germinacdo maiores quando comparados a atenuagdo natural.

Frente aos resultados as sementes de ruculas mostraram ser mais sensiveis a estresse
ambiental que as sementes de repolho.

Os melhores resultados foram observados quando a proporgdo de material estruturante foi
de 10% tanto de casca de arroz quanto de cavaco de madeira. A adicdo de 10% de casca de arroz
apresentou os melhores resultados nas analises respirométricas e nas andlises de fitotoxicidade, sendo
assim o tratamento com maior eficiéncia no tratamento da borra oleosa no solo de Landfarming.
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