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APRESENTAÇÃO

A obra Meio Ambiente, Sustentabilidade e Agroecologia vem tratar de um conjunto 
de atitudes, de ideias que são viáveis para a sociedade, em busca da preservação dos 
recursos naturais.

Em sua origem a espécie humana era nômade, e vivia integrada a natureza, 
sobreviviam da caça e da colheita. Ao perceber o esgotamento de recursos na região 
onde habitavam, migravam para outra área, permitindo que houvesse uma reposição 
natural do que foi destruído. Com a chegada da agricultura o ser humano desenvolveu 
métodos de irrigação, além da domesticação de animais e também descobriu que a 
natureza oferecia elementos extraídos e trabalhados que podiam ser transformados 
em diversos utensílios. As pequenas tribos cresceram, formando cidades, reinos e até 
mesmo impérios e a intervenção do homem embora pareça benéfica, passou a alterar 
cada vez mais negativamente o meio ambiente.

No século com XIX as máquinas a vapor movidas a carvão mineral, a Revolução 
Industrial mudaria para sempre a sociedade humana. A produção em grande volume 
dos itens de consumo começou a gerar demandas e com isso a extração de recursos 
naturais foi intensificada. Até a agricultura que antes era destinada a subsistência 
passou a ter larga escala, com cultivos para a venda em diversos mercados do mundo. 
Atualmente esse modelo de consumo, produção, extração desenfreada ameaça não 
apenas a natureza, mas sua própria existência. Percebe-se o esgotamento de recursos 
essenciais para as diversas atividades humanas e a extinção de animais que antes 
eram abundantes no planeta. Por estes motivos é necessário que o ser humano adote 
uma postura mais sustentável.

A ONU desenvolveu o conceito de sustentabilidade como desenvolvimento 
que responde as necessidades do presente sem comprometer as possibilidades das 
gerações futuras de satisfazer seus próprios anseios. A sustentabilidade possui quatro 
vertentes principais: ambiental, econômica, social e cultural, que trata do uso consciente 
dos recursos naturais, bem como planejamento para sua reposição, bem como no 
reaproveitamento de matérias primas, no desenvolvimento de métodos mais baratos, 
na integração de todos os indivíduos na sociedade, proporcionando as condições 
necessárias para que exerçam sua cidadania e a integração do desenvolvimento 
tecnológico social, perpetuando dessa maneira as heranças culturais de cada povo. 
Para que isso ocorra as entidades e governos precisam estar juntos, seja utilizando 
transportes alternativos, reciclando, incentivando a permacultura, o consumo de 
alimentos orgânicos ou fomentando o uso de energias renováveis.

No âmbito da Agroecologia apresentam-se conceitos e metodologias para estudar 
os agroecossistemas, cujo objetivo é permitir a implantação e o desenvolvimento de 
estilos de agricultura com maior sustentabilidade, como bem tratam os autores desta 
obra. A agroecologia está preocupada com o equilíbrio da natureza e a produção de 
alimentos sustentáveis, como também é um organismo vivo com sistemas integrados 
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entre si: solo, árvores, plantas cultivadas e animais.
Ao publicar esta obra a Atena Editora, mostra seu ato de responsabilidade com 

o planeta quando incentiva estudos nessa área, com a finalidade das sociedades 
sustentáveis adotarem a preocupação com o futuro. 

Tenham uma excelente leitura!

Tayronne de Almeida Rodrigues
João Leandro Neto

Dennyura Oliveira Galvão
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CAPÍTULO 10
doi

EMPREGO DE BIOESTIMULAÇÃO COM NITROGÊNIO NA 
BIORREMEDIAÇÃO IN SITU DE SOLO CONTAMINADO 

COM ÓLEO DIESEL

Mayara Guedes Sabino
Centro Universitário Hermínio Ometto

Araras – São Paulo

Aurora Mariana Garcia de França Souza
Centro Universitário Hermínio Ometto

Araras – São Paulo

RESUMO: O crescente uso de combustíveis 
fósseis provoca uma preocupação em relação 
às contaminações que podem ser ocasionadas, 
trazendo sérias consequências ao meio 
ambiente. Dentre os métodos de remediação 
de áreas contaminadas, o processo de 
biorremediação é um dos mais empregados 
devido a sua facilidade e baixo custo. A 
biodegradação dos contaminantes pode ser 
monitorada através da respirometria de Bartha 
& Pramer que quantifica a produção de CO2, 
parâmetro fortemente associado à eficiência do 
processo. Este trabalho teve por objetivo avaliar 
a influência de diferentes concentrações de 
sulfato de amônio, (NH4)2SO4 (bioestimulante), 
na biorremediação de solos contaminados com 
óleo diesel, utilizando a respirometria de Bartha. 
Para tal, foram colocados, nos respirômetros 
de Bartha, os solos contaminados com 10% 
de óleo diesel e (NH4)2SO4 nas concentrações 
de 0%, 2%, 3%, 5%, 8% e 10%, como fonte 
de nitrogênio. Esses respirômetros foram 
incubados durante 33 dias, a temperatura de 

28°C e foram realizadas análises periódicas de 
CO2 produzido. Os resultados obtidos apontam 
que as maiores produções do gás ocorreram 
para as concentrações de 2% e 3% de sulfato 
de amônio. 
PALAVRAS-CHAVES: Respirômetro de Bartha; 
biodegradação; avaliação de CO2.

ABSTRACT: The increasing use of fossil fuels 
causes concern about the contaminations that 
can be caused, bringing serious consequences 
to the environment. Among the methods 
of remediation of contaminated areas, the 
bioremediation process is one of the most 
employed due to its ease and low cost. The 
biodegradation of contaminants can be monitored 
through Bartha & Pramer’s respirometry, 
which quantifies CO2 production, a parameter 
strongly associated with process efficiency. 
The objective of this work was to evaluate 
the influence of different concentrations of 
ammonium sulphate, (NH4)2SO4 (biostimulant), 
on the bioremediation of soils contaminated 
with diesel oil, using Bartha respirometry. For 
this, the soils contaminated with 10% of diesel 
oil and (NH4)2SO4 in the concentrations of 0%, 
2%, 3%, 5%, 8% and 10% were placed in the 
Bartha breathalysers as a source of nitrogen . 
These breathers were incubated for 33 days at 
28°C and periodic CO2 produced. The results 
show that the highest gas productions occurred 
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at concentrations of 2% and 3% of ammonium sulphate.
KEYWORDS: Bartha’s respirator; Biodegradation; Evaluation of CO2.

1 | 	INTRODUÇÃO

No atual cenário brasileiro é possível observar a crescente utilização de 
automóveis. Estima-se que no país o volume de veículos foi de aproximadamente 43 
milhões em 2017 contra 42 milhões em 2015 e 2016 (G1, 2018). Essa realidade reflete 
em uma maior dependência de combustíveis derivados de petróleo. 

Em 2017, entre os combustíveis derivados do petróleo, o óleo diesel B foi o que 
teve maior comercialização. Aproximadamente, 55 bilhões de litros de óleo diesel B 
foram comercializados, contra 43 bilhões de litros da gasolina C e 14 bilhões de litros 
do etanol hidratado (ANP, 2018).

Esse contexto provoca outra preocupação, aquela relacionada às contaminações 
que podem ser ocasionadas por combustíveis, durante a distribuição por tubulações 
ou armazenamento em postos de combustíveis. Segundo um inventário da CETESB 
(2017), os postos de combustíveis são responsáveis por 72% de 5942 áreas 
contaminadas existentes no estado de São Paulo. 

As contaminações causadas por combustíveis podem alcançar os subsolos 
e águas subterrâneas. Algumas das consequências desse tipo de contaminação 
são redução da luminosidade nos corpos hídricos, alteração do pH do solo e das 
águas, diminuição da oferta de oxigênio e maior toxicidade provocada por compostos 
presentes com prejuízo à fauna e à flora do local (GUIMARÃES, 2007).

Para Fine et al. (1997), o fato dos combustíveis derivados do petróleo serem uma 
complexa mistura de hidrocarbonetos com diferentes propriedades físicas e químicas, 
levará à diferentes distribuições desses compostos no ar, no solo e nas água. Os 
autores citam os processos de sorção, volatilização, transformação e transporte como 
de significativa importância na distribuição de hidrocarbonetos no meio poroso. No 
entanto, os componentes individuais presentes no óleo diesel são biodegradáveis no 
solo quando em condições adequadas, o que facilita no processo de descontaminação 
(CETESB, 2017).

Vários métodos para remediação de áreas contaminadas com hidrocarbonetos 
derivados do petróleo têm sido estudados, sendo que esses processos ser biológicos, 
físicos ou químicos. Entre os métodos biológicos estão os processos de biorremediação. 

O processo de biorremediação, que pode ocorrer in situ ou ex situ, é um dos 
mais empregados no tratamento dessas áreas contaminadas com combustíveis, 
devido a sua facilidade e baixo custo. Nesse processo, os microrganismos nativos 
presentes no meio contaminado degradam os compostos orgânicos. Contudo, essa 
biodegradação pode demandar longo período de tempo para sua conclusão, sendo 
necessário estimular o crescimento microbiano, através de condições favoráveis 
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de pH, temperatura, nutrientes (nitrogênio e fósforo), umidade, entre outros fatores 
(DECESARO, 2013). Considerando esse fato, é importante que mecanismos para 
melhorar a bioestimulação dos microrganismos e dessa forma reduzir o tempo dos 
processos de biorremediação sejam cada vez mais estudados. 

A biodegradação dos contaminantes pode ser monitorada através da 
respirometria de Bartha & Pramer, que quantifica a produção de CO2 para determinar a 
eficiência do processo. A produção de CO2 está fortemente associada ao consumo de 
hidrocarbonetos, indicando a mineralização do contaminante, (TOMASELLA, 2009). 
Ou seja, a quantidade do gás produzido é proporcional à porcentagem do contaminante 
biodegradado. 

Dessa forma, métodos que indiquem a produção microbiana de CO2 são 
utilizados para avaliar o processo de biorremediação de solos contaminados. Entre 
esses, destaca-se o método de respirométrico de Bartha, padronizado pela norma 
brasileira NBR14283 - Resíduos em solo – Determinação da biodegradação pelo 
método respirométrico, (ABNT, 1999), por ser um método simples e que não necessita 
de grandes equipamentos para sua realização.

2 | 	OBJETIVOS

O objetivo é monitorar e quantificar a produção de CO2, em um solo contaminado 
com óleo diesel, através da respirometria de Bartha, avaliando a influência na 
adição de diferentes concentrações de nitrogênio, na forma de sulfato de amônio, na 
biodegradação de contaminantes derivados de petróleo (óleo diesel).

3 | 	METODOLOGIA

O solo a ser utilizado na pesquisa foi coletado na horta experimental do Centro 
Universitário Hermínio Ometto, numa profundidade de aproximadamente 15cm. Uma 
quantidade de solo, necessária ao desenvolvimento da pesquisa foi passada em 
peneiras com malha de 4,75 mm, acondicionada em béquer coberto com filme de 
PVC e mantida a 1,5⁰C em refrigerador até o momento da realização dos testes. A 
caracterização do solo foi feita pela determinação da composição granulométrica, da 
umidade, do pH e do teor de carbono orgânico total. A composição granulométrica foi 
determinada nos laboratórios do curso de Engenharia Civil do Centro Universitário 
Hermínio Ometto, empregando-se para tal método adaptado de ABNT (2016). Para 
a determinação da umidade, utilizou-se procedimento adaptado de Carmo e Silva 
(2012), com secagem do solo em estufa a 105ºC, por um período de 24 h. O pH 
foi determinado empregando-se procedimento descrito por EMBRAPA (1997). A 
determinação do carbono orgânico total foi feita por oxidação via seca de 5g de solo, 
seguindo procedimento adaptado de Teixeira, 2017. Para o cálculo do teor C total na 
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amostra foi usada a equação (1), onde P1 expressa o peso (g) da amostra seca em 
estufa entre 100-105°C, P2 expressa o peso (g) após o processo de ignição a 550°C, 
M a massa inicial (5g ±0,1).

                                                              Equação 1

A bioestimulação da degradação do óleo diesel em solo, utilizando nitrogênio, foi 
avaliada utilizando-se respirômetros de Bartha. Em cada respirômetro foi adicionado 
50 ± 0,1 g de solo contaminado com 5 ml de óleo diesel comercial, obtendo-se um 
contaminação na concentração de 10% (v/m) do contaminante. Os ensaios foram 
montados em triplicada para as concentrações 0% (respirômetro CC), 2%, 3%, 5%, 8% 
e 10% (massa de sulfato de amônio/massa de solo) da fonte de nitrogênio. Um conjunto 
de três respirômetros foi montado com solo sem o contaminante (respirômetro SC). 
Para avaliação da produção de CO2 nos ensaios, foram utilizados respirômetros de 
Bartha, seguindo o procedimento descrito em ABNT (1999). A determinação da massa 
de CO2 gerada pela biodegradação do contaminante foi calculada diariamente, com 
coletas preferencialmente no mesmo horário, num período de 33 dias, pela Equação 
2, (MELLO, G. S. L et al. 2007). Utilizou-se o programa Excel 2010 para a geração de 
tabelas e gráficos a partir das massas acumuladas de CO2 gerado durante o período 
de avaliação.

mgCO2= (VB – VA). 50. 0,044. fHCl        Equação 2

Na equação, o VB é o volume de solução de HCl 0,1M para titular a solução 
de KOH (0,2 N) da prova em branco, em mL; o VA é o volume de solução de HCl 
0,1 M para titular a solução de KOH do respirômetro teste, em mL; 50 é o fator para 
transformar equivalente em µmol de CO2; 0,044 é fator para transformar µmol de CO2 
em mg de CO2 e fHCl é o fator de solução do HCl 0,1 M. 

4 | 	RESULTADOS E DISCUSSÕES

Caracterização do solo

A Figura 1 traz os valores em porcentagem dos diferentes diâmetros de grãos 
que compõem o solo usado na pesquisa.
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Figura 1 - Análise granulométrica. 
Fonte: As Autoras. 

Segundo ABNT (1995), as frações constituintes do solo têm diâmetro dos grãos 
variando de 2,0-0,06mm para areia, 0,06-0,002mm para silte e <0,002mm para argila, 
o que permite afirma que o solo utilizado na pesquisa é predominantemente arenoso. 
Costa (2015) também utilizou solo com predominância de areia em seu estudo de 
biestimulação para recuperação de solos contaminados com petróleo.

A Tabela 1 insere os valores de algumas propriedades do solo sem contaminação 
e contaminado com óleo diesel.

PROPRIEDADES SOLO SEM 
CONTAMINAÇÃO SOLO COM CONTAMINAÇÃO

Umidade 7,05% 10,9%
Teor de Matéria 

Orgânica 116,62 g/kg 160,69 g/kg

pH 6,37 -

Tabela 1: Propriedades do solo sem e com contaminação com óleo diesel. 
Fonte: As Autoras 

A análise da tabela permite afirmar que houve aumento dos teores de matéria 
orgânica e de umidade com a introdução do contaminante no solo, o que já era 
esperado. No entanto, mesmo tendo aumento da umidade, essa ainda se manteve 
inferior à do solo que foi utilizado por Baptista et al. (2005). Os autores salientam que 
alto teor de umidade pode influenciar negativamente a biodegradação por dificultar 
a adequada aeração do solo e, por isso, em sua pesquisa, procederam a correção 
desse parâmetro. 

Quantidade de CO2 acumulada devido a biodegradação do contaminante
A Figura 2 mostra os respirômetros de Bartha montados para a determinação 

da quantidade de CO2 evoluída a partir da biodegradação do contaminante (5 mL de 
óleo diesel) em presença de diferentes concentrações de sulfato de amônio, fonte do 
nutriente nitrogênio.
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Figura 2. Montagem dos respirômetros de Bartha. 
Fonte: As Autoras 

As quantidades de CO2 acumuladas, expressas em mg, para as diferentes 
concentrações de sulfato de amônio, durante o período de 33 dias de acompanhamento 
da biodegradação do contaminante no solo são apresentadas na Figura 3.

A análise da figura indica que o aporte do contaminante no solo se constitui como 
fonte de matéria orgânica para os microrganismos nativos, visto que a quantidade 
acumulada de CO2 obtida no respirômetro CC (com contaminação e sem adição de 
nutriente) é maior que a obtida no respirômetro SC (sem contaminação e sem adição 
de nutriente). 

No tocante à bioestimulação com adição de sulfato de amônio como fonte 
de nitrogênio, pode-se afirmar que a maior quantidade de CO2 acumulada é a do 
respirômetro com 2% de sulfato de amônio com 609,16 mg, seguida com muita 
proximidade da obtida no respirômetro com 3% do mesmo sal com 602,80 mg. Tal 
resultado está coincidente ao obtido por Baptista et al.(2003), que encontraram a 
melhor biodegradação para óleo cru derivado de petróleo a partir da bioestimulação 
com a concentração de 2,5% da mesma fonte de nitrogênio utilizada nesta pesquisa. 

Figura 3. Quantidade acumulada de CO2 para cada experimento. 
Fonte: As Autoras 



Meio Ambiente, Sustentabilidade e Agroecologia 7 Capítulo 10 100

Além disso, os resultados mostram que para as concentrações de 8% e 10% de 
sulfato de amônio, a quantidade acumulada de CO2 diminui bruscamente, indicando 
que o excesso de adição de nitrogênio pode ter efeito contrário e diminuir a eficiência 
do processo. 

Para a concentração de 5,0% de sulfato de amônio cabe uma investigação mais 
detalhada, pois aparentemente, essa concentração somente terá efeito na estimulação 
dos microrganismos nativos a partir do 30º dia de tratamento.

5 | 	CONCLUSÃO 

A pesquisa atendeu ao objetivo proposto, no tocante à avaliação da concentração 
mínima de sulfato de amônio, como fonte de nitrogênio, na bioestimulação de 
microrganismos na biodegradação de óleo diesel.

De acordo com as condições dos experimentos e através dos resultados obtidos, 
pode-se afirmar que, a melhor concentração de sulfato de amônio a ser empregada foi 
de 2%, na qual obteve-se a maior produção de CO2 (609,16 mg) e, consequentemente, 
uma maior eficiência do processo de bioestimulação.

Considerando a produção de CO2 no solo contaminado e sem adição de sulfato 
de amônio e aquela com a adição de 2% do sal, conclui-se que o nitrogênio estimulou 
a atividade microbiana. Acrescenta-se ainda que o sulfato de amônio apresentou-se 
como uma satisfatória fonte de nitrogênio, confirmando a possibilidade de utilizá-lo no 
tratamento de áreas contaminadas. 

Acrescenta-se ainda que essa investigação permiti deixar o processo de 
biorremediação mais eficiente e menos oneroso, uma vez que fica evidente que a 
presença do nitrogênio no meio estimula a biodegradação do contaminante e o seu 
emprego eficaz numa menor concentração (2%) atenua os gastos com o processo.
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