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RESUMO

O aumento dos residuos gerados e descartados inadequadamente no ambiente gera um impacto negativo
em diversas areas. O tempo de recuperacao do local degradado é muito alto, por isso, faz-se necessario a
utilizacdo de alguma técnica que acelere o processo. Uma das melhores técnicas é a Biorremediacao, que
se utiliza de microorganismos, fungos, algas, plantas ou suas enzimas para degradar ou fixar os poluentes
de maneira que eliminam sua periculosidade, ou ao menos a minimizem. O presente trabalho objetivou
avaliar a técnica da Bioaumentacéo em solo contaminados com 6leo vegetal, acondicionados em 40 vasos
em casa de vegetacdo, onde foram introduzidas duas estirpes de B. subtilis (AP-3 e A3-5) multiplicadas em
laboratério. Foram realizadas coletas de amostras de solo periodicamente para monitorar a concentracdo de
Oleo presente no solo e avaliar as atividades enzimaticas proporcionada pelos microorganismos como
também a massa fresca produzida pelas plantas.
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Bioremediation of soil contaminated by vegetable oil using bioaugmentation with Bacillus subtilis

ABSTRACT

The increase in waste generated and disposed of improperly in the environment generates a negative impact
in several areas. The recovery time of the site is degraded very high, so it is necessary to use some
technique to speed up the process. One of the best techniques is Bioremediation, which uses
microorganisms, fungi, algae, plants or their enzymes to degrade pollutants or freeze in a manner that
eliminates the danger, or at least minimize. This study aimed to evaluate the technique of bioaugmentation in
soil contaminated with vegetable oil, packed in 40 pots in a greenhouse, where they were introduced two
strains of B. subtilis (AP-3 and A3-5) multiplied in the laboratory. Were collected from soil samples
periodically to monitor the concentration of oil in the soil and to evaluate the enzymatic activities offered by
the microorganisms as well as the fresh weight produced by plants.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A formacdo do solo, denominada de
génese, é lenta e gradual e depende basicamente
do intemperismo que pode ser fisico e/ou quimico
e/ou bioldgico (BAIRD, 2002). Tal formacédo tem
influéncia do relevo, material de origem (rocha
mae), microorganismos existentes no solo, clima
e tempo.

Apesar de o solo levar milhares de
anos para se estruturar, através da intervencao
humana basta pouco tempo para que ele perca o
seu equilibrio natural, podendo trazer graves
consequéncias em todos os ambitos, pois o solo
ndo é um fim em si mesmo, ele faz parte de um
ecossistema, e a sua desestabilizacdo
desencadeia uma série de alteragcbes em todo o
meio ambiente (MOTA, 1997).

Com o crescimento desenfreado da
populacdo e seu consumo excessivo, tem-se
como resultado o aumento dos residuos gerados
por elas e a interferéncia em ambientes naturais
para garantir as necessidades da mesma. Por
muito tempo houve uma disposicdo inadequada
dos residuos gerados, inclusive 0s perigosos,
sem nenhuma preocupagéo ambiental,
ocasionando alta poluicdo do solo e de todo
ecossistema (BRAGA et al., 2002).

Entende-se por poluicdo qualquer
alteracdo no meio pela introducéo de residuos de
forma acidental, planejada ou natural que cause
contaminacdo. Tal degradacdo pode trazer
consequéncias drasticas em todo o sistema, que
€ composto pela atmosfera, 4gua e solo, dos
guais sdo essenciais para a vida (MOTA, 1997).
Para reverter, ou ao menos, minimizar o0s
impactos causados no meio se faz necessério a
utilizacdo de algumas técnicas que acelerem sua
recomposicdo, ja& que o tempo natural de
regeneracao do solo é extremamente alto.

A escolha da melhor técnica
remediadora depende das caracteristicas do

passivo, o tempo de recomposi¢do desejado e o
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respectivo custo-beneficio. Uma das técnicas
mais recomendadas para remediacdo € o
tratamento  biol6gico, pois se utliza de
organismos naturais ou seus componentes, que
promovem um tratamento adequado ao meio e
um baixo custo se comparado a outras técnicas.
O tratamento biolégico denomina-se
biorremediacdo e possui algumas formas
diferentes de tratamento que se diferenciam pelo
agente remediador utilizado (BAIRD, 2002). Os
processos empregam microorganismos, fungos,
algas verdes ou suas enzimas que ao utilizarem
substratos organicos ou inorganicos dos
compostos poluidores, transformam os complexos
em moléculas simples, ou entdo as armazenam

evitando sua mobilidade.

OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi de avaliar
a técnica de bioaumentagdo utilizando Bacillus
subtilis como forma de remediar um solo
contaminado por diferentes concentracdes de

Oleo vegetal.

METODOLOGIA

O experimento foi conduzido durante os
meses de Fevereiro @ Novembro de 2009 na
UNOESTE, Presidente Prudente, SP. Coletou-se
solo de horta comercial (Unoeste), os quais foram
acondicionados em 40 vasos (2kg) em casa de
vegetacdo. Para contaminagdo do solo utilizou-se
Oleo de soja de uso doméstico. A introducdo de
Oleo vegetal no solo foi realizada em
concentracdes crescentes, de 0% (2 kg de solo+
0,0 de 6leo), 05% (1,9 kg de solo + 0,1 kg de
6leo), 10% (1,8 kg de solo + 0,2 kg de 6leo) e
15% (1,7 kg de solo + 0,3 kg de 6leo).

Multiplicou-se em laboratério duas
estirpes de B. subtilis. Para isto, foi preparado o
caldo nutriente (1,59 de Extrato de Levedura e
2,59 de Peptona) para crescimento dos isolados

AP-3 e A3-5 de B. subtilis. Colocaram-se os
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erlenmeyers no agitador orbital deixando por 3
dias sob agitacdo. Apds este processo, as
bactérias foram diluidas em tubos de ensaio com
agua destilada para concentracao final de 1. 10°
bactérias por mL e assim as mesmas foram
introduzidas no solo contaminado e em solo sem
contaminag&o.

O experimento foi conduzido no
esquema fatorial com 4 doses de dleo, dois
microrganismo e quatro repeticdes. Como forma
de avaliar o impacto causado pela contaminagéo

do solo, foi utilizada alface como planta
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indicadora  em todos 0S vasos. (0]
desenvolvimento das plantas nos solos com
diferentes concentracbes de O6leo e de
microorganismos serviu como referéncia para
mensuracdo do impacto causado. Desta forma
apos a introducdo dos microrganismos no solo foi
plantado uma muda de alface com 28 dias de
idade em cada vaso. A alface foi cultivada trés
vezes em periodos de 40 dias. ApGs cada periodo

as plantas eram coletadas e pesadas.
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FIGURA 1 - Croqui do Experimento

Q Presenca apenas de microorganismos autoctones

‘ Inoculagdo da bactéria B. subtilis AP-3

@ Inoculagdo da bactéria B. subtilis A3-5

Periodicamente foram realizadas
analises de gordura no solo em cada
tratamento, tendo como base as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008),
através do Extrato etéreo - Extracdo direta em
Soxhlet, para que se pudesse analisar se
houve alteracdo na concentragdo de Oleo.
Para avaliar o metabolismo microbiano no
decorrer do tempo e nos diferentes
tratamentos foram feitas andlises enziméticas
no solo segundo Van Os e Ginkel (2001) com
0 uso da técnica do trifeniltetrazdlio e leitura

em espectofotdmetro a 530nm.

Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente pelo programa sisvar e as
médias foram comparadas pelo teste Scott-
Knott.

RESULTADOS

ApOs a introdugcdo das bactérias,
fez-se a primeira, segunda e terceira coleta de
solo e das plantas em 100, 140 e 200 dias,
respectivamente. As amostras serviram para
analise de Oleo, umidade e atividade

enziméatica dos microorganismos.
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Os valores apresentados nas em 3 vasos com uma planta bioindicadora em
tabelas sdo médias aritméticas de cada tipo de cada um.

solo, j& que cada tipo estava acondicionado

TABELA 1 - Teores percentuais de extrato etéreo no solo apos 100 dias da inoculagéo de B. subtilis
em solo com diferentes contaminacdes de 6leo e cultivo da alface (coleta 1)

Tratamentos Concentracédo de 6leo adiconada ao solo
0% 5% 10% 15%
Controle 1,571 al 1,893 al 3,075 al 4,450 a2
B. subtilis (A3-5) 0,871 a1 2,333 a1 4,550 al 2,500 a1
B. subtilis (AP-3) 0,224 a1 1,600 al 3,820 a1 5,322 a2

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente a 5%
Fonte: A autora

TABELA 2 - Teores percentuais de extrato etéreo no solo ap6s 140 dias da inoculacdo de B. subtilis
em solo com diferentes contaminacdes de 6leo e cultivo da alface (coleta 2)

Tratamentos Concentracéo de 6leo adiconada ao solo
0% 5% 10% 15%
Controle 0,250 al 1,450 al 1,175 al 2,150 a1l
B. subtilis (A3-5) 0,275 al 1,250 a1l 1,898 al 1,800 al
B. subtilis (AP-3) 0,450 a1 0,700 a1 2,475 al 3,950 a2

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente a 5%
Fonte: A autora

TABELA 3 - Teores percentuais de extrato etéreo no solo ap6s 200 dias da inoculacdo de B. subtilis
em solo com diferentes contaminacdes de 6leo e cultivo da alface (coleta 3)

Tratamentos Concentracdo de 6leo adiconada ao solo
0% 5% 10% 15%
Controle 0,050 a1 1,225 a2 0,525 al 0,650 al
B. subtilis (A3-5) 0,050 a1 0,450 a1 0,375 a1l 1,525 a2
B. subtilis (AP-3) 0,175 a1l 0,374 a1 0,625 al 2,516 a3

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente a 5%
Fonte: A autora

TABELA 4 - Biomassa da parte aérea de alface ap6s 100 dias da inoculagédo de B. subtilis em solo
com diferentes contaminacfes de 6leo (coleta 1)

Concentracao de 6leo adiconada ao solo

Tratamentos 0% 5% 10% 15%
Biomassa(g) Biomassa (g) Biomassa (g) Biomassa (g)
Controle 11,255 al 1,350 a1l 0,692 a1 0,385 a1l
B. subtilis (A3-5) 10,155 al 1,727 al 1,022 a1 1,145 al
B. subtilis (AP-3) 13,055 al 1,647 al 1,307 al 0,377 al

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente a 5%
Fonte: A autora

TABELA 5 — Biomassa das plantas apés 140 dias da inoculagdo de B. subtilis em solo com diferentes
contaminac@es de 6leo (coleta 2)
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Concentragdo de 6leo adiconada ao solo

Tratamentos 0% 5% 10% 15%
Biomassa (g) Biomassa (g) Biomassa (g) Biomassa (g)
Controle 33,150 a2 1,610 al 0,782 al 0,225 al
B. subtilis (A3-5) 29,525 a2 1,240 a1l 0,302 a1 0,297 al
B. subtilis (AP-3) 23,030 a1 1,630 a1l 0,385 a1l 0,532 a1l

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente a 5%
Fonte: A autora

TABELA 6 — Biomassa das plantas apds 200 dias da inoculagdo de B. subtilis em solo com diferentes
contaminacgdes de éleo (coleta 3)

Concentragdo de 6leo adiconada ao solo

Tratamentos 0% 5% 10% 15%
Biomassa(g) Biomassa (g) Biomassa (g) Biomassa (g)
Controle 15,887 a2 3,227 al 2,200 a1 2,257 al
B. subtilis (A3-5) 12,290 al 2,752 al 1,635 al 1,245 al
B. subtilis (AP-3) 13,822 al 1,450 al 2,250 a1 1,030 al

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente a 5%
Fonte: A autora

TABELA 7 — Andlise de atividade microbiana pela avaliagao enziméatica (desidrogenase) no solo apés
100 dias da inoculagdo de B. subtilis em solo com diferentes contaminacdes de 6leo e
cultivo da alface (coleta 1). Leitura em espectrofotdmetro (570 nm)

Tratamentos Concentracdo de 6leo adiconada ao solo
0% 5% 10% 15%
Controle 0,516 al 0,080 a1 0,021 a1 0,013 a1
B. subtilis (A3-5) 0,605 a2 0,092 a1 0,033 a1 0,019 a1
B. subtilis (AP-3) 0,593 a2 0,074 a1 0,021 a1 0,027 a1

Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente a 5%
Fonte: A autora

TABELA 8 — Andlise de atividade microbiana pela avaliagao enziméatica (desidrogenase) no solo apés
140 dias da inoculagdo de B. subtilis em solo com diferentes contaminagfes de 6leo e
cultivo da alface (coleta 2). Leitura em espectrofotbmetro (570 nm)

Tratamentos Concentracdo de 6leo adiconada ao solo
0% 5% 10% 15%
Controle 0,719t al 0,744 a3 0,166 a2 0,077 al
B. subtilis (A3-5) 0,842 a2 0,503 a2 0,073 a1 0,069 a1
B. subtilis (AP-3) 0,810 a2 0,385 a1 0,107 a1 0,078 a1

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente a 5%
Fonte: A autora

TABELA 9 — Andlise de atividade microbiana pela avaliagao enziméatica (desidrogenase) no solo apés
200 dias da inoculacéo de B. subtilis em solo com diferentes contaminagfes de 6leo e
cultivo da alface (coleta 3). Leitura em espectrofotdbmetro (570 nm)
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Tratamentos Concentracédo de 6leo adiconada ao solo
0% 5% 10% 15%
Controle 1,070t al 0,787 a2 0,505 a2 0,547 al
B. subtilis (A3-5) 1,169 a1l 0,689 a2 0,433 a2 0,426 al
B. subtilis (AP-3) 1,086 al 0,512 a1 0,303 a1 0,455 a1l

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente a 5%

Fonte: A autora

DISCUSSAO

Através de andlise de atividade
microbiana no solo pelo método da enzima
desidrogenase, foi possivel observar que os
solos que continham maior concentracdo de
Oleo, apresentaram menor atividade
enzimatica, mesmo os inoculados com as
bactérias.

A medida que aumentava a
concentracdo de Oleo no solo diminuia a
massa das plantas porém, com o passar do
tempo, foi verificado pela analise de extrato
etéreo no solo que ocorreu a degradacédo do
Oleo, proporcionado pelos microrganismos
autéctones do solo, ja que as concentracdes
de 6leo diminuiram até mesmo nos solos que
nao tiveram introducdo de microorganismos

selecionados.
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CONCLUSAO

A técnica da bioaumentacdo
com Bacillus subtilis ndo conseguiu
incrementar a reducdo dos teores de extrato
etéreo no solo contaminado com diferentes
doses de Oleo vegetal. A biorremediacao
passiva foi suficiente para reducéo dos teores
de extrato etéreo no solo ao longo do periodo
de conducéo do experimento e a utilizacdo de
alface como planta indicadora refletiu a
contento a situacdo de contaminacdo do solo
mostrando que a mesma pode ser utilizada
como planta indicadora em éarea impactada

com 6leo.
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