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DANTAS, C. P. Utllizacdo de protétipo de biorreator de imersao tenporaria na
biodegradacdo de petroleo em sedimento de mangueza&016. 107f. Dissertacdo
(Mestrado em Geoquimica do Petroleo e Meio Amb)entelnstituto de Geociéncias,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2016.

RESUMO

O petréleo é um liquido natural oleaginoso formgor uma mistura complexa de
hidrocarbonetos. Nas ultimas décadas ocorreramdrasrvazamentos de petrdleo, os quais
afetaram drasticamente o ecossistema manguezalicdgio de processos bioldgicos tem se
mostrado favoravel e vem ganhando relevancia nantento de areas poluidas. Neste
contexto o presente trabalho objetivou avaliar @mpoalidade de consércios microbianos na
degradacédo de petroleo em sedimento de manguelzdndo prototipo de biorreator de
imersdo temporéaria. Bactérias de manguezal foramadas através da técnica de diluicdo
seriada por microgota e selecionadas quanto a idapg@cem degradar hidrocarbonetos do
petréleo por meio do indicador redox 2,6-dichloreqpdl indophenol. Posteriormente as cepas
bacterianas foram associadas a cepas fungicasnee8das a testes de antagonismo. Apos
montagem do consodrcio microbiano, as cepas foranbilimadas com polimeros naturais e
folnas de vegetacdo de manguezal ou fibra de casando estimular as atividades
microbianas. Em seguida os consércios foram adidos em protétipos de biorreatores de
imersdo temporaria, 0s quais apresentaram os s$eguiratamentos: atenuacdo natural;
biorremediacdo I; biorremediacdo Il e biorreatontoae. Todos os tratamentos foram
realizados em triplicata, totalizando 12 unidades d#gradacdo. O experimento teve a
duracdo de 90 dias. Amostras foram coletadas ntewvatos de 0O, 8, 15, 30, 45, 60, 75 e 90
dias para analises fisico-quimicas, microbiologicgeoquimicas. Os resultados mostraram
que através da metodologia adotada foi possiveltanaorm consércio microbiano com 12
cepas bacterianas e 26 cepas fungicas, os croraatagmmostraram que petréleo da Bacia do
Reconcavo Baiano sofreu reducédo desde os hidratetdsomais leves aos mais pesados em
um periodo de 90 dias em protétipo de biorreatointkersdo temporaria. O processo de
biorremediacdo demonstrou ser eficiente degradaridé7% dos HTP no tratamento de
atenuacao natural, 45,14% na biorremediagcao | % H&8 biorremediacdo I, seguindo a
ordem de eficiéncia de AN<BC<BF. Dessa forma ficadente a necessidade de
entendimento da interagdo entre 0os microrganismas reeio abidtico sendo necessario
aprofundar os estudos em relacéo a diferentes stwacées do consoércio e dos nutrientes
utilizados neste experimento.

Palavras-chave Consorcio microbiano. Biorremediacdo. Hidrocaddos totais do petréleo.



DANTAS, C. P. Utilization of temporary immersion bioreactor prototype in oil
biodegradation in mangrove sediment2016. 107f. Dissertation (Masters in Geochemistry
of Petroleum and Environment) - Institute of Geemces, Federal Bahia University,
Salvador, 2016.

ABSTRACT

The oil is a natural liquid oleaginous composed @dmplex mixture of hydrocarbons. In recent decade
there were numerous oil spills, which drasticdlfgaed the mangrove ecosystem. The application of
biological processes has been shown to be favoaablas gaining importance in the treatment of
polluted areas. In this context, the present stirdgd to evaluate the potential of microbial caresof

oil degradation in mangrove sediments using pregotgmporary immersion bioreactor. Bacteria of
mangrove were isolated by serial dilution technigquerodrop and selected as the ability to degrade
hydrocarbons oil through indicator redox 2,6-digbitnenol indophenol. Subsequently the bacterial
strains were associated with fungal strains angeaed to antagonism tests. After assembly of the
microbial consortium, the strains were immobilizeth natural polymers and mangrove vegetation
leaves or coconut fiber to stimulate microbial vétgti Than consortia were added in prototype
bioreactor, which presented the following treatisientatural attenuation; bioremediation |;
bioremediation Il and bioreactor control. All tre@nts were performed in triplicate, totaling 12suni
degradation. The experiment lasted 90 days. samplescollected at 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 and 90
days for physical-chemical, microbiological and dpnical. The results showed that through the
methodology adopted was possible make a micratmaloctium with 12 bacterial strains and 26 fungal
strains, the chromatograms showed that oil fromRbedncavo Baiano basin was reduced from the
lighter hydrocarbons to heavier over a period ofl8@s in bioreactor prototype. the bioremediation
process proved to be efficient degrading 71.77Btpoih the treatment of natural attenuation, 45.1#1%
bioremediation | and 7.3% in bioremediation llldaling the an efficiency order AN<BC <BF. Thus it
is evident the need for understanding the interadtietween microorganisms and abiotic means
requiring further study for different consortiummcentrations and nutrients used in this experiment.

Keywords: Microbial consortium. Bioremediation. Total hydadaons from oil.
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1 INTRODUCAO

A contaminagdo ambiental por hidrocarbonetos dedleet tém aumentado devido a
generalizada extracdo, refino, processamento,poarese utilizagdo do petréleo ao redor do
mundo (TAHHAN et al., 2011). Esta realidade resultma intensa busca pelo
desenvolvimento e aplicacdo de tecnologias efiegergue envolvem tempo e custo de
processo reduzido, para o tratamento de ambieatearninados por 6leo cru (R1ZZO et al.,
2006).

Eventuais derramamentos de petréleo e seus desiiado se tornado um problema
ambiental em todo o mundo, este vem atingindo ideasente tanto o0s ecossistemas
marinhos, quanto a saude das populacdes humanasiependem dos Seus recursos
(DELLAGNEZZE et al., 2014). Os componentes do getrdncluindo os hidrocarbonetos
aromaticos, resinas e asfaltenos sao poluentefitemates com efeito acumulativo que
apresentam propriedades cancerigenas e mutagémaquais podem gerar acentuado
desequilibrio ambiental (ROY et al., 2014).

No Brasil, varios estudos tém mostrado alterac@es condicdes ambientais dos
manguezais da regido da Baia de Todos os SantoS) (Bdr conta dos acidentes com
vazamento de petréleo. Dentre estes, podemosccitabalho realizado por Veiga (2003) e
Celino e Queiroz (2006), os quais avaliaram a amge 0os niveis de contaminacdo por
hidrocarbonetos na regido da BTS. Esses estudodugam que porcdo norte da BTS
apresentou valores médios de concentracdo de hrhmtetos do petréleo maiores que os
admitidos como limite médio pel&lational Oceanic and Atmospheric Administration
(NOAA), ou seja, esta regido encontra-se contamain&l manguezal € um ecossistema
costeiro de interface mar-terra caracteristicoetgoes tropicais e subtropicais, sob regime
das marés (QUEIROZ; CELINO, 2008). Este é um habitpical sensivel a derramamentos
de petroleo devido as dificuldades de implementaiiam plano de contingéncia e esta
frequentemente exposto ao estresse da poluicao TBSNRLLO et al., 2007; NOAA, 2014).
Vale salientar que, esse ecossistema apresentg@esgropicias para alimentacéo, protecéo
e reproducdo de muitas espécies animais de vafoerctal, apresenta alta produtividade
primaria e diversidade funcional, expondo grandeairtdincia ecoldgica, econémica e social,
assim sendo imprescindivel a sua conservacéo (QNBE) 2000; SOARES, 2006).

Atualmente existam varios métodos para remediagdantbientes contaminados por
petroleo, tais como: bombeamento, oxidagdo quirdessorcdo térmica, extragdo de vapores,
estabilizacdo e incineracdoos quais tém sido hallmente empregnados no processo de
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remocdo de contaminantes. As constantes e elevadas de contaminacao fazem com que
estas técnicas sejam relativamente caras e exigesterjpr tratamento do local
(SONAWDEKAR, 2012; TAVARES, 2013). Sendo assim, e fdndamental importancia a
identificacdo da técnica mais viavel para recuparqualidade dos ambientes contaminados.
Esta deve ser baseada nos critérios econdmicaaisse@mbientais, para mitigar os impactos
negativos, acarretando crescente relevancia aag#o da biorremediacdo (COUTINHO;
BARBOSA, 2007; ALMEIDA; SILVA, 2010).

Define-se como biorremediacdo as tecnologias quzamt microrganismo e/ou
plantas na reducdo ou eliminagdo de residuos @amrindesejaveis. Os processos de
tratamentoin situ, sdo aqueles aplicados no préprio local por meiatéauacdo natural,
bioaumentacado, bioestimulacéo, fitorremediacadardfarming. Ja o processex situem
gque o contaminante € deslocado para um lugar difsre pode ser tratado através da
compostagem ou biorreatores (JACQUES et al., 2007).

A técnica de biorremediacdo tem se mostrado peamrasna mineralizagdo de
compostos organicos em regides impactadas podaties petroliferas (LIMA, 2000). Dentre
as estratégias da biorremediacédo, a aplicacdodesaa combinada do bioestimulo e do
bioaumento pode conduzir a uma rapida e complegeadacdo de poluentes. O bioaumento
consiste na inoculacdo de microrganismos autéct¢megs/os da regido) ou aldctones (de
outra regido) desenvolvidos em laboratério e copaciaade para degradar o contaminante
alvo (SANTOS FILHO, 2014). O processo de biodegtadapode ser limitado por baixa
disponibilidade de nutrientes e aceptores de elgtrque estimulam o metabolismo e a
velocidade de crescimento dos microrganismos. A;&adide nutrientes em ambientes
contaminados permite criar condicbes ambientairéaeis ao desenvolvimento dos
microrganismos e consequentemente potencializageadacao do composto poluente. Este
pode ser feito atraves da técnica de bioestimul@d&REIRA, 2011).

O tratamento de sitios contaminados através doegsoc de bioestimulacdo e
bioaumentacdo ainda mantém alguns obstaculos dewidato de que algumas populagdes
aléctones podem nao ser capazes de degradar o nmsmente em diferentes regides
contaminadas e uma unica espécie de microrganigsitocercapaz de metabolizar todos o0s
compostos organicos presentes no ambiente (PINHAGtAL, 2014). E necessario unir
diferentes linhagens para potencializar o efeitef®lo. Compostos recalcitrantes como por
exemplo o pristano e o fitano sdo mais degradadasdp se utiliza a unido de atividade de
multiplas enzimas, neste sentido culturas mist®etn vantagens em relacdo as culturas
simples (MARIANO, 2006).
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Os consorcios microbianos atuam como agentes paigrpara biorremediacdo de
ambientes contaminados, desde que 0s microrganisef@® previamente testados quanto a
sua eficiéncia quando isolados e em conjunto (WAMNGI., 2011; TYAGI et al., 2011).
Véarias pesquisas comprovam que diferentes micr@gams podem degradar os
hidrocarbonetos de petroleo (ANDRADE; AUGOSTO; JARD 2010). A acdo conjunta
desses possibilita 0 aumento da resisténcia darddade a substancias toxicas, ja que alguns
dos organismos podem metabolizar substancias dm Eequanto uma espécie consome um
componente especifico, outras espécies consomer oamposto distinto até degradar
completamente o produto. Entdo, fica evidente a&swdade de produzir um consorcio ou
“pool” de microrganismos capazes de degradar tadpgompostos do petréleo (LIMA,;
OLIVEIRA; CRUZ, 2011). No entanto os mecanismos kdeaumentacdo por consorcio
microbiano misto ainda carecem de compreenséo -sefarecessario avaliarem diferentes
condicbes para conseguir resultados mais satigfat@ permitir-lhes viabilidade para
aplicacédo prética.

Para a utilizacdo de ambas as técnicas citadasextoama importancia realizar o
monitoramento do ambiente contaminado, visto quapacidade de estabelecer e manter as
condi¢des fisico-quimicas é um fator determinandéeapo sucesso da biorremediacéo
(VENOSA; ZHU, 2006). A aplicacdo de tecnologias thatamentos de ambientes
contaminados vem abrindo espaco para utilizacabiateeatores, visto que a utilizagdo do
mesmo permite 0 monitoramento continuo do desengpelth sistema, o controle das
condicOes ideais para o processo de biodegradasgiiy, 0 tempo de remediacdo e a mao de
obra (RIZZO, 2006). Os biorreatores, podem seizatlbs para diversos fins, entre eles o
cultivo de fungos e bactérias. O mesmo funcion&chasente por meio de frascos de cultivo
liquido, mangueiras, bomba compressora de ar, sEngte parametros fisico-quimicos
essenciais ao crescimento dos organismos em qUESEMEIRA, 2002). A utilizacdo de
biorreatores parece ser interessante, sobretududquse deseja avaliar a biodegradacéo de
um composto a cada periodo de tempo e quando séngastigar a influéncia da microbiota
aclimatada nas mudancas nessas taxas ao longongw téPEREIRA JR.; GOMES;
SORIANO, 2009). Deste modo, a implementacado dasd&e de bioaumento e bioestimulo
utilizando biorreatores pode apresentar vantagemggiifisativas no processo de

biodegradagéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A presente proposta tem como objetivo avaliar eermpoélidade de consércios
microbianos, na degradacao de petroleo em sedindentmanguezal utilizando protétipo de

biorreator de imersdo temporaria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar e avaliar a concentracdo de fosforaogénio, carbono organico e
hidrocarbonetos totais de petréleo em sedimentaot@s de manguezal da porgéo
nordeste da Baia de Todos os Santos.

» Isolar e selecionar microrganismos com potencidédpara degradar petréleo da
Bacia do Recéncavo Baiano.

* Obter consoércio microbiano misto (fungo e bactérezgpaz de mineralizar
completamente os hidrocarbonetos totais de petréleo

* Avaliar o desempenho da bioaumentacéo e bioestdolam prototipo de biorreator
de imersao temporaria.

* Avaliar a influéncia da concentracdo dos paramefisiso-quimicos: temperatura,
potencial hidrogenidnico, potencial de oxidacéalgéd, oxigénio dissolvido e
salinidade no processo de degradacao do petrdleo.
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Estdin Petréleo (LEPETRO),
localizado no Instituto de Geociéncias da Univerdel Federal da Bahia. As etapas para

realizagédo do experimento foram ilustradas na Bigua seguir:

Figura 1 - Esquema das etapas metodolégicas para execagiEsquisa

N4

N

W

Fonte: Autor, 2016.

3.1 FONTE DE LITERATURA

O processo de elaboracdo desta pesquisa foi maliaapartir do levantamento
bibliografico baseando em artigos cientificos,dsjrtrabalhos monograficos, dissertacdes e
teses na tematica de aplicacdo de microrganismoprecessos de biorremediacdo de
ambientes contaminados por petroleo e derivadom BR#o foi utilizado o acervo da
Biblioteca da Universidade Federal da Bahia, ddapale Periddicos da CAPES e de buscas
nos bancos de dad@&xcienceDirect, Scopus, Web of Science, ScientiéitoBic Library
OnLine (SCIELO) e Google académico para construcdo dowmdog de tratamento de

amostras em laboratério e referencial tedrico solisana abordado.
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3.2 AREA DE AMOSTRAGEM E COLETA

A Baia de Todos os Santos (BTS) € uma reentrarzieodta brasileira, localizada
entre as coordenadas 12° 39'4” S — 13° S dedatéB88° 30' W — 38° 43' 30" W de longitude
(LEAO; DOMINGUEZ, 2000). Essa baia apresenta unem @proximada de 1.233 krde
superficie e 200 km de perimetro (QUEIROZ, 1997).

A partir de 1950, a porcao norte/nordeste da besaltou em uma extensa zona
industrial e hoje possui mais de 300 industriagna intensa atividade portuéaria. Destas esta
incluso dois polos industriais, o Centro IndustritEd Aratu e o Polo Petroquimico de
Camacari, onde esta localizada a refinaria Landukdlves de Mataripe (RLAM) (HATJE;
ANDRADE, 2009; ONOFRE et al., 2007).

Entre os municipios de Sdo Francisco do Conde elélas) ao lado da Refinaria
Landulpho Alves, encontra-se uma area controlegetaminacao por HTP, definida a partir
de uma avaliacdo preliminar de estudo anterioro f@br Lima (2014). A mesma é
representativa do ecossistema manguezal e estizdalzanas proximidades do rio Sdo Paulo,
nas coordenadas 12° 44’ 26,0” S e 38° 31’ 53,9FWyufa 3, proxima pagina).

Foram coletados 10 cm da superficie do sedimenisto vque a atividade
microbioldgica é altamente concentrada nas prirm@enadas do solo (RIZZO et al., 2014).
As amostras de sedimento foram coletadas com diaae um testemunhador (Figura 2),
gue consta de um tubo de aco inoxidavel de 10 crdidaleetro e capacidade para coletar
testemunhos de até 30 cm. ApGs coleta as amostia® homogeneizadas em recipiente de
inox e acondicionadas em quentinhas de aluminiotidzan sob resfriamento de 4 °C

conforme método utilizado por Onofre e colaborasl¢2€07).

Figura 2 - Coleta de sedimento da zona de manguezal dadgalados os Santos. (a) Coleta e de sedimentos

Fonte: Autor, 2015.
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Figura 3 - Mapa de localizagdo da area de amostragem. pa llia Baia de Todos os Santos. b) Fotografia aérea

da area em destaque c) Local de coleta.
506000 516000 526000 536000 546000 556000

Legenda

[l Continente | ~, Estradas
[ Mar < Cidades
~ Drenagens |_| Area de Estudo

u"x'

86000C

Dactines bs Magnises
I-’I‘ne Magnetes
Crasce & muaiments

85900
Baia de Todos os Santos

85800

85700

356000

548384

8395317
8395374

]

(b)

8593359 AR AR e e n e n NN S s s N ansn e Bineasnnansnn i)

8593473

5348473 550458

Fonte: Lima, 2014.
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A agua do Rio Sao Paulo foi captada e armazenadgaéfies de 20 L para posterior
utilizagdo na simulacdo da maré (Figura 4). Conuxili@a de uma sonda multiparametros,
HORIBA anteriormente calibrada, foram mensuraitositu, os parametros fisico-quimicos:
temperatura, potencial hidrogeniénico (pH), potehae oxirreducdo (Eh), salinidade e
oxigénio dissolvido (O.D).

Figura 4 - Coleta de agua do rio S&o Paulo. (a) ArmazentamEnagua em galdes de 20 L. (b) Regido de coleta
de agua no rio Séo Paulo

Fonte: Autor, 2015.

Folhas de vegetacdo de manguezal do géRbroophora Avicenniae Laguncularia
foram coletadas aleatoriamente (Figura 5) na pgdworl:1:1. Esses géneros foram
selecionados por serem nativas e mais abundargesnegido. Apenas folhas verdes que nao
apresentasse nenhuma deformidade morfolégica dee caspecto foram coletadas para

posterior confec¢do de capsulas microbianas.

Figura 5 - Coleta de folhas de vegetacdo de manguezalrogsridades do rio Sdo Paulo
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Fonte: Autor, 2015.
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3.3 CARACTERIZACAO DA MATRIZ

O petroleo utilizado para simulacdo de derrameofdileo da Bacia do Recbncavo
Baiano, cujo perfil cromatografico (Figura 6) fatdrminado pelo métodavhole oil', o qual
consiste na extracdo dos hidrocarbonetos totajgettdleo. O dleo da Bacia do Recdncavo
Baiano, possui uma distribuicdo bimodal daparafinas, ou seja, apresenta dois picos
distintos que pode ser visualizada nos tempos teag&o entre 11 a 16 minutos e 18 a 24
minutos, com maiores abundancias nos; & n-G; e n-Gg ao n-G7. O 0Oleo da Bacia do
Recdncavo Baiano € classificado como Oleo leve (@\Rlerior a 29,5), do tipo parafinico
(presenca de-alcanos), com baixa proporcdo de compostos NS@gostos que contem
nitrogénio, enxofre e oxigénio) (GANGLIANONE; TRINIDE, 1988).

Figura 6 - Perfil cromatografico dos hidrocarbonetos totligetréleo (nga nGo) da amostra de 6leo da Bacia
do Recdncavo Baiano do poco 128

omm
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Fonte: Autor, 2015.

No Laboratério de Estudos do Petréleo (LEPETRO)rdhtituto de Geociéncias da
Universidade Federal da Bahia foi feita a caraxagfdo e o monitoramento do sedimento
utilizado no experimento. As técnicas e equipangenitilizados nas analises fisicas,
geoquimicas e microbiologicas do experimento, assamo os calculos utilizados para
avaliar deplecdo do 6leo foram resumidas no Quadri@ara o controle de qualidade das
analises foram adotados 10% de branco e 10% didtap de bancada das amostras. As
vidrarias utilizadas para as analises geoquimmasrf submetidas a solucéo de hidréxido de
potassio (KOH) a 5%, depois mergulhadas em sologGoEXTRAN neutro a 10% por 12 h.
Posteriormente foram lavadas com agua deionizadeadas em estufa a 100 °C e
descontaminadas com solvente Diclorometano (DCMapuro da marca MERK®. As

vidrarias ndo volumétricas foram calcinadas a 45pdr 4 horas antes de serem utilizadas.
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Quadro 1 - Procedimentos analiticos na caracterizacéo etonamento do sedimento de manguezal da porgédo
nordeste da Baia de Todos o0s Santos utilizado periexento

PROCEDIMENTO

EQUIPAMENTO/TECNICA

Liofilizag&o

A umidade das amostras foi retirada atra
daliofilizacdo sob alto vacuo a 45 °C ¢
Liofilizador =~ L101 da  marca
Posteriormente foram peneirados em malha @
mm e armazenados em temperatura de 4 °C pg
andlises subsequentes.

Andlise fisica
[Tratamento

Granulometria

Foi utilizado um analisador de particulas c
difracdo a Laser Modelo Cilas 1064 e determi
os valores através dsoftwere GRADISTAT V
5.0® (Anexo 1).

Determinacao de fésforo

Foi utilizado o Espectrofotdmetragilent Cary60
Agilent Technologiesdeom LDM de 0,50 mg/kg
As amostras foram preparadas segundo o mé
da EMBRAPA, 2009 (Anexo 2).

Determinacéo de nitrogénio

Foi utilizado o determinador elementar, se
CHN628 da LECO Corporation com LDM d
0,10% e precisdo de <lppm. As amostras fo
preparadas seguindo o método da EPA NC
1282/2002 (Anexo 3).

Determinacao de carbono orgéanico

Andlises geoquimicas

Foi utilizado o determinador elementar, se
CHN®628 da LECO Corporation. As amostras for
preparadas seguindo o método da EPA NC
1282/2002 (Anexo 3).

LIOTOR.

Vés
M

e 2
ra as

bm
ndo

todo

rie
e

ram
E-C

re
am

Extracao solido/liquido

Foi utilizado extratorsoxhlete rotavapor model
R215-BUCHI segundo o] método
LEPETRO/UFBA (Anexo 4).

¢

4

1o

Determinacao de perfil cromatogréfi
do extrato total

td-oi utilizada a cromatografia gasosa, mét
“whole oil adaptado no LEPETRO/UFBA.

pdo

Determinacao de pH

Sonda portatil digital da marca HORIBA, modg
D54 com preciséo de + 0.01.

(0]

Determinacdo de temperatura

Sonda portatil digital da marca HORIBA, mode
D54 com preciséo de 0.1 °C.

0

Determinacdo de oxigénio dissolvido

Sonda porntigital com precisao de + 0,05.

Determinacéo de Eh

Sonda portatil digital da marca HORIBA, mode
D54 com precisdo de = 1mV.

0

Andlises fisico-quimicas

Determinacéo de salinidade

Foi utilizado um refratbmetro manual com precis
de +0,5.

ao

Contagem de bactérias

Através do método de diluigdo seriada
microgota/ spread plate até diluicdo 18.
Resultados expressos em UFC/mL (Anexo 5).

bor

Analises
microbiolégicas

Contagem de fungos

Através do método de diluicdo seriagalr plate
até diluicdo 18. Resultados expressos em UFC/
(Anexo 6).

indice de biodegradacéo 1

IBi= NG+ NGy + NGy + NG
NGy, + NGy + NGg + NGy

indice de biodegradagéo 2

(WANG; FIGNAS,1995)
IB,= 3423! nCll

> 411 (nCi)
(KENNICUTT, 1988 citado por BARAKAT, et al.
2001)

Célculos de deplecao

Fase de biodegradacéo 2

FB= NG+ nCyy

NGs + NGy (BARAKAT, et al., 2001)

Fonte: Autor, 2015.
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3.4 ISOLAMENTOS DE BACTERIAS

Para obtencdo de bactérias foram utilizadas trészes em triplicata: sedimento de
manguezal livre de contaminagdo por HTP, sedim@&wmataminado artificialmente por
petroleo e petréleo da Bacia do Recéncavo Baiano.

A extracao da microbiota nativa do sedimento refgeéfoi feita através da técnica de
diluicdo seriada por microgota. Foram utilizadog #a amostra de sedimento em frasco de
Erlenmeyer contendo 250 mL de solugao salina (8,88 NaCl e 0,750 mL de Tween 80),
etransferidas 0,1 mL da diluicdo para micro tubostendo 0,9 mL da solugcdo e assim
sucessivamente até a diluicdo®10 partir de cada diluicdo foram transferidas cuat
aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo para placaPate contendomeio de cultivo agar
nutriente. As placas contendo as aliquotas dagdés foram incubadas por 48 h a 30 °C. Em
24 h foi feita a contagem de unidade formadoraoifinta e ao completar 48 h as cepas foram
purificadas por meio da técnica de esgotament@ginias multiplas, a fim de obter culturas
puras (Figura 7).

Figura 7 - Isolamento de bactérias do sedimento referén@p.Procedimento de diluicdo seriada. (b)
Purificac8o por estrias mdltiplas

Fonte: Autor, 2015.

Em frascos de Erlenmeyer contendo 25 g do sedinmeféreéncia foi acrescentado 1%
do 6leo da Bacia do Recéncavo Baiano e incubadalpatias a 30 °C. Apds periodo de
incubacédo foi adicionado 250 mL de solucdo salara plar sequéncia ao método de diluicdo
seriada por microgota e esgotamento por estria®oa procedimento anterior.

Com o auxilio da alca de Drigalski foi distribuiti# do 6leo da Bacia do Recbncavo
Baiano na superficie das placas de Petri contegdo @utriente, conforme Figura 8. Em

seguida, as placas foram incubadas por 48 h a 38 fi de obter cepas bacterianas da
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amostra do petroleo. Logo apdés,o0s indculos forahad®s com alca de platina para proceder
0 método de esgotamento por estrias.

Figura 8 - Isolamento de bactérias do 6leo da Bacia do e Baiano. (a) Distribuicdo do 6leo com alca de
Drigalski. (b) Placas com 6leo apds 48 h de incébacg

Fonte: Autor, 2015.

Para compor o experimento foram utilizados fungasmicoteca do LEPETRO, os
qguais foram isolados do mesmo sedimento referérikneam reativados 26 fungos que
obtiveram resultados satisfatérios na degradacadlededa Bacia do Recéncavo Baiano no
trabalho de Lima (2014). As culturas foram repicaplara reativar o metabolismo dos fungos,
conforme Figura 9. Cubos de agarose contendo a foepmn recortados com auxilio de
lamina de bisturi e foram transferidos para plagaPdtri contendo agar Sabouraud glucose
4%. A seguir foram postos para crescer em camegareinacdo por 7 dias a 30 °C.

Figura 9 - Reativacao de fungos com potencialidade pareadag hidrocarbonetos do petréleo. (a) Recorte de
cubos de agarose com indculo flngico. (b) Col&ingica apds periodo de 7 dias de incubacao

Fonte: Autor, 2015.
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3.5 SELECAO DE MICRORGANISMOS (TESTE DE OXIDACAO)

A potencialidade de degradacdo do Oleo pelos ngamssmos isolados foi feita
através do teste de oxidacdo com o indicador red6x diclorofenol-indofenol (DCPIP)
conforme metodologia descrita por Hanson e colalwes (1993).

O teste de oxidagéao foi realizado em duas etapagriseira, foi adicionado 250 pL
de meio Difcd™ Bushnell-Haas Broth (BH), 25 pL de suspenséo rhiara padroniza da em
168 UFC/mL, 10 pL das fracdes do petréleo (hidrocaebos saturados, aromaticos e
compostos NSO) e 5 uL do indicador DCPIP em caga pda microplaca. Em contrapartida
foram montados poc¢os controle negativo contendon@smas solugbes, com excecdo da
suspensao bacteriana. As placas foram incubadagl&dr a 30 °C. O indicador tem a
finalidade de sinalizar a ocorréncia de oxidacaormhiana dos hidrocarbonetos através de
mudanca de coloracdo azul para incolor (Figura.lRayante a reacdo de oxidagdo os
elétrons sao transferidos para os aceptores, oasteo DCPIP, que muda da forma oxidada
para forma reduzida (Figura 10). Dessa forma é ipelsyerificar a capacidade dos

microrganismos em utilizar hidrocarbonetos comasako.

Figura 10 - Estrutura quimica da molécula de 2,6- dicloroféndofenol: forma oxidada e reduzida do DCPIP.

H
N cl N Cl
/©/ + 2H" + 287 ———m— /O/
HO o) HO CH
Cl Cl

Fonte: Bidoia; Montagnolli; Lopes, 2010

Apods 24 h e 48 h as cepas foram observadas efidadas em 0, 25, 50, 75 e 100 %
de acordo com a coloracdo, sendo 100 % quandooimed) % quando azul (Figura 11). As
cepas que obtiverem classificacdo acima de 50 #xidacdo foram submetidas ao teste de

oxidagcdo com agitacao.
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Figura 11 - Primeira etapa do teste de oxidagdo. (a) Adigdsuspensdo bacteriana em placa multipocgos. (b)
Pocos com indicador redox 2,6- diclorofenol-indaflesp6s 24 h de incubagao

Fonte: Autor, 2015.

A segunda etapa foi realizada em vails de 20 mitecmo 74% do meio BH, 25% do
inoculo e 1% de cada fragdo do 6leo e submetidgitacdo por 12 h a 200 rpm a 30 °C,
assim como na Figura 12a. Posteriormente foi awiclo o indicador redox DCPIP e
incubado a 30 °C por 24 h. Os resultados de oxidém@m apurados apos 12 h e 24 h da
insercao do indicador, classificando conforme tasterior.

Figura 12 - Segunda etapa do teste de oxidagdo. (a) Agitdgdacolbnias bacterianas por 12 h a 30 °C. (b)
Diferenca de coloracdo do DCPIP da forma oxidada fmma reduzida

DCPIP ' DCPIP
OXIDADO REDUZIDO

Fonte: Autor,2015.

As fracdes (compostos saturados, compostos arasagicresinas e asfaltenos) do
petroleo utilizado no teste foram provenientes dens do LEPETRO.O 6leo da Bacia do
Recbncavo Baiano foi fracionado através da cromafiegliquida a vacuo (privilégio de
inovacao: Numero do registro: P111120000900).
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3.6 SELECAO DO CONSORCIO MICROBIANO

Inicialmente as bactérias que passaram no test@xitacdo como potenciais
degradadoras de hidrocarbonetos foram submetidgesiode antagonismo. Uma aliquota de
10 pL de cada suspenséo bacteriana foi distribrddadistancia equivalente (Figura 13a) em
placas de Petri contendo agar nutriente e incupad24 h e 48 h a 30 °C. Em seguida, foi
observado mudancas morfolégicas e as cepas queeatmmm halos de inibicdo de
crescimento de outras cepas (Figura 13b), foramadeslos na formacdo do consorcio.Para
cada fracdo do 6leo foi repetido 0 mesmo procedionen

Figura 13 - Modelo de teste de antagonismo com bactériaDigJibuicdo de aliquota em placa de Petri. (b)
Interacdo antagbnica, halo de inibicdo de cresdimnen

Fonte: Autor, 2015.

Os fungos de cada fracdo foram inseridos em adaudaud glucose 4%, através de
discos de micélio de 2 cm e incubados por 7 did8 &C. Apds periodo de incubagéo, foi
analisado os resultados de antagonismo e/ou ssnawgentre as cepas conforme Figura 14a.
Posteriormente os microrganismos selecionados ¢gimgbactérias) foram submetidos ao
mesmo experimento em agar confeccionado (descat®Quadro 2) a partir de testes de
crescimento. Os microrganismos foram incubados7pdras a 30 °C. Foram selecionados
para compor 0 consoércio microbiano misto apenamiosorganismos que nao apresentaram

interacdo antagdnica em nenhuma das etapas do teste
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Figura 14 - Teste de antagonismo apos 7 dias de incubagfitntéracao ecoldgica entre fungos. (b) Interacédo

ecoldgica entre fungos e bactérias

Fonte: Autor, 2015.

Quadro 2 - Meio de cultura confeccionado para teste de aniagio entre fungo e bactéria

COMPONENTES CONCENTRACAO
Peptona 10 g/l
D+ glucose 40 g/l
Digestéo péptica de animal 5 g/l
Cloreto de sédio 5 g/l
Extrato de carne 1,54/
Extrato de levedura 1,54/
Agar 16,5 g/l

Fonte: Modificado de agar sabouraud glucose, 2015.

Discos de micélio de 1 cm de diametro de cada fiegsca com potencialidade para

degradar petroleo e 10 pL de suspensédo de cadadaegmaiana foram inseridos em solucéo

salina propor¢cao 1:100 e incubados por 7 dias & 3para unidao do consorcio e posterior

confecgao de capsulas microbiana (Figura 15).

Figura 15 - Produgdo de solugéo de consorcio microbiano mi{afoCorte de discos de micélio. (b) Solugéo

com consoércio microbiano

Fonte: Autor, 2015.
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3.7 CARACTERIZACAO DOS MICRORGANISMOS

As cepas bacterianas que constituiram o consOmfamf caracterizadas pela
morfologia celular e coloracdo Gram através da microscopia éptica.

O método de coloracdo deram consiste na preparacdo de laminas com esfregaco
bacteriano, fixado pelo calor da chama do bico deeB e posterior utilizacdo do kit Gram da
Laborclin. Primeiramente as laminas foram corada®m ceagente violeta de genenciana,
incubado por 1 min e lavado com agua destiladaséguida foram submetidos ao mordente
lugol fraco, incubado por 1 min elevado com aguepdis foram descoradas com alcool
absoluto por 30 segundos, lavado e corado comniaiggnicada por 30 segundos (Figura 16).
A parede celular das cepas foram classificadas @yamo positivo quando coradas de azul-

roxo e classificadas como gram negativo quanda rosa

Figura 16 - Procedimento de coloracdo gram. (a) Adicao dgarte em esfregaco de bactéria. (b) Lavagem
deldmina com agua destilada

Fonte: Autor, 2015.

Para a observacdo microscopica dos fungos foizegki a confeccdo de laminas de
microcultivo, método o qual permite uma melhor gi&acdo do corpo de frutificacdo. Entre
lamina e laminula foram aderidos quatro cubos delini (1 cm?2) de agar Sabouraud glucose
4%. As laminas foram dispostas em placas de Retiamente com algodao umedecido com
agua destilada, conforme método de Ridell (195@0sA7 dias de incubacdo a 30 °C foi
acrescentado 5 mL de formol a 10% nas placas paaamper as atividades metabdlicas do
fungo. Em 24 h foi retirada a laminula e adicionado outra lamina, juntamente com uma
aliquota 100 pL de azul de metileno conforme Fidlifa. A posterior as laminas foram

observadas em microscopio 6ptico as caracteristica$olégicas macroscopicas (forma e
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coloragdo), microscopicas (presenca ou auséngemes nas hifas e produgcédo de esporos) e
comparadas com as estruturas encontradas comaigatesm Lacaz (2002).

Figura 17 - Confeccdo de laminas de microcultivo. (a) Larsiapds incubacdo em camera Umida. (b) Adicao
dedo reagente azul de metileno em lamina

Fonte: Autor, 2015.
3.8 PRESERVA(;AO DE CEPAS

As colbnias de microrganismo do consércio forams@neadas por trés meétodos
distintos para diminuir os riscos de alteracfe<tiess e permitir que por longo periodo de
tempo possam ser utilizadas em pesquisas ou paredifiaticos (Figura 18).

As bactérias foram preservadas por criopreserv@gamelamento) e pelo método de
Castellani.O meio de cultura &gar nutriente foi vertido inallo para aumentar a superficie
de contato, em micro tubos. Os tubos com agar fanalometidos ao teste de esterilidade,
onde sao incubados por 24 h a 30 °C. Em seguidapas foram semeadas na superficie do
meio de cultura, através de estrias. Apos pericglondubacdo a 30 °C por 48 h foram
adicionados 1 % de glicerol a 10% e submetidas @weiamento (Figura 18b). Na
preservacdo poCastellanifoi adicionado uma aliquota de 100 pL de suspebsé&teriana
em 1000 pL de agua esterilizada e armazenadosfegerador a 4 °C.

Os fungos foram sujeitos a preservacao por lieig@o eCastellani. Inicialmente 4
mL de leite desnatado a 10% foi adicionado em d&asuopola. A solucdo passou por
autoclavagem a 121 °C por 15 min e foi adicionadtisbos de micélio. Em seguida foram
congelados e dissecados sob vacuo através da agébnem liofilizador L101 da marca
LIOTOP (Figura 18d). As ampolas foram armazenadds abrigo do sol em temperatura
ambiente. Na preservacao fiastellanifoi adicionado 5 discos de micélio em 4 mL de agua

esterilizada e armazenados em refrigerador a 4 °C.
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Figura 18 - Preservacdo de microrganismos. (a) Preservacdmaciérias porCastellani(b) Preservagcéo de
bactérias em agar e glicerol a 10%. (c) Preservdgdéungo porCastellani.(d) Preservacdo de fungo por
liofilizacdo

Fonte: Autor, 2015.

O principio da preservagdo é propiciar a viabileladrmazenamento, pureza e
estabilidade genética, ou seja, manter as carstitad basicas da cultura original (SETTE et
al., 2006). Apo6s procedimento as colbnias foramuetiadas, fichadas e armazenadas em
micoteca do LEPETRO.

3.9 ENCAPSULAMENTO DO CONSORCIO

Os consorcios microbianos foram encapsulados palhomar a aplicabilidade em
ambientes contaminados, maior controle na disposed@mentar a taxa de sobrevivéncia na
superficie do solo e aumentar a umidade relatigaeréda por um tempo prolongado para
iniciar o desenvolvimento no local a ser remediado.

A utilizacdo conjunta de nutrientes na forma deémiatorganica tem sido proposta
(SANHUEZA; MELO, 2007). Partindo desse principimlhias de manguezal do género
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Rhizophora Avicenniae Lagunculariaforam liofilizadas, maceradas em gral e peneiradas
para compor as capsulas. Uma aliquota de suspems@biana do consorcio foi encapsulada
a um polimero natural, juntamente com o fareloatteas de manguezal segundo metodologia
modificada por Lima (2014) (Figura 19). Capsulamddra de coco em p6 também foram
produzidas com a mesma metodologia. A fibra de @ga com material estruturante onde
sua adicéo possibilita 0 aumento da permeabilidag®ento da aeracdo e facilitar o contato
da agua e dos nutrientes com o0s microrganismostadesna, a utilizacdo do material

estruturante intensifica a atividade microbianaN$®S, 2007).

Figura 19 - Cépsulas do consorcio com folhas de manguezal

Fonte: Autor, 2015.

3.10 TESTE DE DEGRADACAO

O teste de degradacao foi realizado em um sisteendiareatores de imerséo
temporaria modificado a partir do protétipo elalolargpor Lima (2014) (Figura 20). Os
biorreatores foram constituidos por dois frascosvideo hermeticamente fechados com
capacidade para 2 litros, interligados entre sitploos flexiveis através das tampas, contendo
agua em um dos frascos e sedimentos de mangueaatneg ambos acoplados a uma bomba
de véacuo.

O processo de imersao foi realizado através demsstde injecdo de ar forcado,
injetado com auxilio de uma bomba. Quando a bomda&onada, o ar entra no frasco 1 e,
com o0 aumento da pressao, transfere o meio ligpata o frasco 2 através dos tubos
interligados, simulando a maré alta. Durante ease, fo ar que entra no sistema provoca a
formacdo de bolhas suprindo a demanda de oxigé&doerida pelos microrganismos.
Terminada a fase de imersédo, a bomba era ativaddstema oposto e a agua migrava do

compartimento 2 para 1 pelo mesmo tubo, simulangimcesso de descida da maré.
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Figura 20 - Protétipo de biorreator de imerséo temporaripS{astema de injegdo de ar por bomba a vacuo. (b)
Tubos interligando frasco 1 para frasco 2. (c) dd&bs de simulacdo

Fonte: Autor, 2015.

Para a avaliagdo do potencial de degradacdo dechithonetos totais do petroleo
foram montados trés modelos de remediacdo e umot®r{triplicatas de quatro ensaios:
atenuacao natural, biorremediacdo |, biorremedidtae controle), todos em triplicata.
Conforme o seguinte delineamento:

Atenuacdo natural monitorada (biorremediacdo is¢xdn): trés biorreatores
compostos por sedimento referéncia e a adicdo déeléteo da Bacia do Rec6ncavo Baiano;
biorremediacéo I: trés biorreatores compostos pdingento referéncia com a adicado de 1%
de 6leo da Bacia do Recdncavo Baiano e consorambiano misto encapsulado com fibra
de coco; biorremediagdo Il; trés biorreatores castgm por sedimento referéncia com a
adicdo de 1% de Oleo da Bacia do Recbncavo Baiammnedrcio microbiano misto
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encapsulado com folhas de manguezal; e controlepasto por trés biorreatores com
sedimento referéncia sem adi¢céo de 6leo, totalzd@dinidades de simulagéo.
Os frascos de vidro foram autoclavados a 121 °Clpanin. Logo apés, em camara

de fluxo laminar foi adicionado o sedimento e 1 &w0teo da Bacia do Reconcavo Baiano e
posteriormente homogeneizado. Em seguida foi aticio 1 capsula para cada 100 g de
sedimento. No frasco 2 do biorreator foi acresaBntagua do rio S&o Paulo em uma
proporcao que pudesse cobrir o sedimento do frgsasto conforme Figura 21.

Figura 21 - Montagem do teste de degradacdo em protétipdideeator. (a) Adicdo de sedimento de

manguezal no frasco 1. (b)Adicdo de agua salinfraszo 2. (c) Adigdo de 1% do dleo da bacia do Resdo
baiano. (d) Adicdo de capsulas do consércio miaradimisto

Fonte: Autor, 2015.
O monitoramento dos parametros fisico-quimico adiosina analise de salinidade,

oxigénio dissolvido (OD), potencial de oxirreducg@h), potencial de hidrogénio (pH) e
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temperatura da agua sendo os dois ultimos mensudhddamente por um més (Figura 22).
O monitoramento geoquimico consistiu na extracafsat@o organica ersoxhlete posterior
analise por meio de cromatografia gasosa acopladpextrometria de massas.

Figura 22 - Monitoramento do teste de degradacdo. (a) Megdor dos pardmetros fisico-quimicos. (b)
Extracdo solido-liquido emsoxhlet

Fonte: Autor, 2016.

O monitoramento quimico consistiu na determinag@otdores de nitrogénio, fésforo
e carbono organico total. O monitoramento micraigamo consistiu na contagem de bactérias
e fungos pelo método de diluicdo seriada, apos 48 h respectivamente. Apds periodo de
incubacéo foi feita a contagem das unidades fornaadide coldnia (resultados expressos em
UFC/mL).

Figura 23 - Monitoramento microbiolégico. (a) Contagem detbeas. (b) Contagem de fungos

Fonte: Autor, 2015.
As amostras de sedimento foram coletadas nos altsrde 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 e

90 dias, conforme Quadro 3. A coleta consistiumasiragem de 170 g de sedimento, onde
essa amostra foi homogeneizada em um recipienieckee separada em fracbes para o
monitoramento dos parametros fisico-quimico, geuma e microbioldgico.
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Quadro 3 - Analises para monitoramento do teste de degradagd protétipo de biorreator de imerséo
temporaria

Tempo ANALISES
0° di Compostos inorganicos; Compostos organico; Detergdio de perfil cromatogréfico;
ia
microbiologia; parametros fisico-quimicos.
Compostos inorganicos; Compostos organico; Detergdio de perfil cromatografico
o A
8° dia microbiologia; parametros fisico-quimicos.
Compostos inorganicos; Compostos organico; Detergdio de perfil cromatografico
o A
15° dia microbiologia; parametros fisico-quimicos.
Compostos inorganicos; Compostos organico; Detextéio de perfil cromatografico;
.
30° dia microbiologia; parametros fisico-quimicos.
Compostos inorganicos; Compostos organico; Detextéio de perfil cromatografico:
o A
45° dia microbiologia; parametros fisico-quimicos.
Compostos inorganicos; Compostos organico; Detextéio de perfil cromatografico;
o
60° dia microbiologia; parametros fisico-quimicos.
Compostos inorganicos; Compostos organico; Detergdio de perfil cromatografico
o
75° dia microbiologia; parametros fisico-quimicos.
Compostos inorganicos; Compostos organico; Detergdio de perfil cromatogréfico;
o
90° dia microbiologia; parametros fisico-quimicos.

Fonte: Autor, 2015.
3.11 TRATAMENTO DE DADOS (ANALISE ESTATiSTICA)

Apés geracao dos dados, foi feita a tabulacao erelE2007, producgéo de graficos de
barras e posteriormente a comparagdo com o0s réssiiti literatura.

Os resultados também foram submetidos a tratanestadistico, utilizando sotfware
Statistica for Windowsversao 7.0 d&tatsoftinc. Para verificar a existéncia de padrdes de

associagao entre as variaveis foi utilizada a Aealos Componentes Principais (ACP).
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4 BIOAUMENTACAO EM AMBIENTES CONTAMINADOS POR PETRO LEO E
SEUS DERIVADOS-REVISAO

RESUMO

A técnica de bioaumento corresponde a adicdo deorganismos em locais contaminados
por residuos organicos indesejaveis. O presengmdem como objetivo unir informacdes a
respeito dos diferentes aspectos da utilizacd@aada de bioaumento, bem como os fatores
interferentes ao processo de bidegradacdo. Asrlzstéungos e algas tém demonstrado
grande potencial para a remediacdo de poluentgsetidleo, sendo os principais géneros
utilizadas com sucessdseudomonagsAspergillus e Chlorella respectivamente. Neste
contexto é necessario que 0 microrganismo apreseaf@cidade de degradar os
contaminantes, alto nivel de atividade enzimatiéa, apresentar patogenicidade, estabilidade
genética, além de ndo poder produzir substancigEag Mesmo apresentando essas
caracteristicas, fatores fisico-quimicos também ingerferir no processo de biodegradacao,
sao eles: nutrientes, oxigénio, pH, temperaturaptaces de elétrons, tipo de solo, entre
outros. Apesar de ser uma tecnologia limpa de baisbo, os produtos biotecnolégicos néao
devem ser interpretados como a solucao de todpsobtemas de contaminagdo. Os mesmos
devem ser submetidos a avaliacdes criteriosaslegéseadequada de microrganismos, assim
como 0 monitoramento e manutencdo dos fatoresoftgiémicos do ambiente para obter
sucesso na mineralizagéo do poluente.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Bioaumento. Cors@odegradacao

BIOAUGMENTATION IN ENVIRONMENTS POLLUTED PER OIL AN D
DERIVATIVES-REVIEW

ABSTRACT

The bioaugmentation technique corresponds to thibtiad of microorganisms in areas
contaminated by undesirable organic waste. Thisl@araims to unite information about the
different aspects of the use of bioaugmentatiohrtiegie, as well as interfering factors to
bidegradagdo process. Bacteria, fungi and algaes lehown great potential for the
remediation of oil pollutants, the main genres sgstully usedPseudomonas, Aspergillus
and Chlorella respectively. In this context it is necessary ttheg microorganism present
ability to degrade contaminants, high level of eneyactivity, not pathogenic, genetic
stability, and can not produce toxic substancesnEwith these characteristics, physico-
chemical factors will also interfere with the bigdadation process, they are: nutrients,
oxygen, pH, temperature, electron acceptors, gpe,tamong others. Despite being a low-
cost clean technology, biotechnology products ghook be interpreted as the solution of all
problems of contamination. They must be subjectectareful evaluations in the proper
selection of microorganisms, as well as monitoramgl maintenance of physical-chemical
factors of the environment for success in the nailiiation of the pollutant.

Keywords: Bioremediation. Bioaugmentation. Consuwnti
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4.1 INTRODUCAO

A aplicacdo de processos bioldgicos tem se desigomadser uma tecnologia limpa,
de baixo custo e que utiliza a capacidade fisioBgjue alguns organismos apresentam em
degradar compostos (MACIEL; TAKAKI; GUSMAO, 2010\ biorremediacdo envolve a
utilizagdo de microrganismos na mineralizacdo deidums indesejaveis, podendo ser
realizada no local da contaminagcdo, por meio dewuatfio natural, bioaumentacéo,
bioestimulacéo, fitorremediacdo &rdfarming, ou fora do local, com a compostagem e
biorreatores (JACQUES et al., 2007). De modo gesldiversas estratégias tém por
finalidade acelerar o processo de biodegradac@mahat

Diversas catastrofes envolvendo derramamentos tiélgme tém trazido ameacas
consideraveis e tem causado grandes danos ao aenlbmaminho costeiro, dentre estes a
mortalidade da fauna e flora circundante, reduggaifeeativa na populagdo de muitos
organismos e impactos ambientais a longo prazo de trazer sérios riscos para a pesca
local, vida selvagem, a saude publica e ao turigdiENOSA; ZHU, 2006). Em episodios
envolvendo a contaminacao por petrdleo, deve-\s®& kEm consideracdo as propriedades do
solo, pois a mesma influencia na quantidade deaotnainte que € perdida por volatilizacao.
O decréscimo da volatilizacdo pode ser visto emssobm alto teor de matéria organica onde
0s componentes de Oleo cru sdo absorvidos com rigaosidade.

Os microrganismos agentes da biorremediacdo atuam degradacdo dos
hidrocarbonetos por meio de trés diferentes prosedermentacéo, respiracdo aerébia e
respiracdo anaerobia, sendo os processos aerohissndicados para remediacdo de solos,
sedimentos e agua contaminados por 6leo (SILVA7260URUKAWA; SANTOS, 2014).
Entretanto a intervencdo humana no meio ambienteta ao equilibrio ecoldgico
principalmente de duas formas: através da elimmagéo excesso de elementos da cadeia
alimentar, acarretando na acumulacdo de residueagi@mente perigosos e proliferacdo de
organismos patogénicos. Esse desequilibrio poddesédo a sobrecarga, alteracdes bruscas
de pH, concentracdes excessivas de detergentelsitpsoquimicos, pesticidas e fertilizantes
sintéticos, causando reducdes nas populacdes naicesbe queda da atividade biologica
(UENF, 2014).

Desde 1960 a bioaumentacao tem sido desenvolvidémpfrente as dificuldades de
registrar apropriadamente os resultados e prinogate a falta de compreensdo dos
mecanismos bioldgicos basicos, foi considerada goaentifica. Gradualmente essa

tecnologia comecou a ganhar destague com as otideigarealizadas por empresas de
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aditivos bioquimicos. Ao surgir novos conceitos emlacdo a manipulacdo de
microrganismos em laboratério e sua posterior apfio em processos de tratamento, a visao
tradicional sobre a acdo dos microrganismos autéstoserem mais eficientes na
biodegradacdo dos compostos organicos comecoucargesstada, visto que sua eficacia esta
sujeita a relacdo de nutrientes (JONES, 2014). Adésao, deve-se considerar que dentro
desta populacdo nativa, ha microrganismos dessjavapazes de biodegradar os compostos
organicos poluentes, e a populacdo ndo-desejaual,capacidade de biodegradacdo e que
ainda competem entre si por oxigénio, carbonopgé@nio e foésforo necessarios para seu
crescimento (DORS, 2006).

Ao adicionar microrganismos selecionados para degéo de altas taxas organicas o
equilibrio existente na populacdo nativa se romeet&o a interacao entre eles permite maior
eficiéncia na degradacdo dos compostos organiclenges, posto que havia coibicdo do
potencial degradativo dos microrganismos, devide@alibrio entre as populagdes presentes
no meio. Outra possibilidade de aplicacdo da biesatdo é introduzir novos
microrganismos no processo e manter um novo eqoiliim “mix populacional” através da
adicdo constante e suficiente, de populacdes diesgjgara superar as tendéncias de
modificacdes resultantes dos diferentes fatoresaéptam seu equilibrio como por exemplo a
reducdo da populacéo devido ao choque de cargaicagéu adicdo de produtos toxicos, com
a consequente reducdo na remocdo da carga orgdmicaeio, ficando a natureza e a
populacao sujeitas a focos de contaminacéo e polXONES, 2014).

Partindo do principio que a aplicacdo de microrgaos pode reduzir 0S riscos
associados a contaminacdo de ambientes por pe{&UEIA et al., 2014), a bioaumentacédo é
uma técnica em potencial para tratamentos a lomgaop quando aplicada de forma
adequada. Assim sendo, 0 presente artigo tem cbjptve unir informacdes a respeito dos
diferentes aspectos da utilizacdo da técnica dmubiento, bem como os fatores interferentes

ao processo de bidegradagao.

4.2 BIOAUMENTOX BIOESTIMULO

Bioaumento ou bioaumentacdo € uma estratégia deetmediacdo, a qual incorpora
microrganismos em locais contaminados por residodssejaveis, a fim de aumentar a
comunidade microbiana e consequentemente acelaratabolizacdo dos compostos alvo
(MROZIK; PIOTROWSKA-SEGET, 2010). No entanto, v&ricritérios devem ser avaliados

antes de empregar essa estratégia.
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Os microrganismos podem ser de ocorréncia natouitiyados ou microrganismos
geneticamente modificados. Pesquisadores afirmam guacdo dos microrganismos
autoctones (nativos), sdo mais eficientes do guddasones, visto que o0s nativos sao capazes
de resistir a variacdes das condicdes ambientaseatsvidade sobre o contaminante € mais
adversa (OLIVEIRA, 2011). Por outro lado, os aléet® podem gerar alteragcdes nos padrdes
ecologicos por conta da bioinvasdo, e consequentemeontribuir com a perda da
biodiversidade,entretendo ha controversas na fizrgdio.

Recentemente em 2007 foi autorizado pela Compatehibecnologia de Saneamento
Ambiental (CETESB), a pratica do bioaumento parenaediacdo de ambientes contaminadas
no Brasil. A aprovacdo da bioaumentacdo como eégietde biorremediacdo depende de
varios fatores, dentre os quais: o local contanundelera ser devidamente caracterizado; o
produto biotecnologico devera ser devidamente adale liberado pelo 6érgdo competente de
controle ambiental; os microrganismos aplicadosneger avaliados caso a caso, devendo
atuar em sinergismos com as espécies indigenasoa (ANDRADE; AUGUSTO;
JARDIM, 2010).

As bactérias, fungos, algas e cianobactérias sa&entegy responsaveis pela
transformacao do carbono na natureza (PULROLNIK920Esses microrganismos passam a
utilizar o composto organico poluente como fontecadono e energia, e 0 seu crescimento
ao longo do tempo, resulta numa mineralizacdo d&rraaorganica transformando em gas
carbonico e agua (Figura 24), contudo também pedsbter substancias desagradaveis como
por exemplo a aménia.De modo geral, um compostanicg, quando € oxidado, perde
elétrons para um aceptor final de elétrons, quedézido (ganha elétrons). O oxigénio atua
comumente como aceptor final de elétrons, sendmatia de respiracdo aerdbia. No entanto,
quando 0s microrganismos usam compostos organigo®res inorganicos diferentes do
oxigénio como aceptores finais de elétrons, tratae respiracdo anaerdbia (DEON et al.,
2012; PEREIRA; FREITAS, 2012).

Para que esse processo ocorra € necessario aidikgate de nutrientes como
nitrogénio e fosforo, além de um agente oxidanta ptuar como receptor de elétrons. Assim
sendo, o crescimento de microrganismos autoctodsctones pode ser estimulada a traves
da adicdo de oxigénio, nutrientes, substancias garacdo do pH do meio e receptores de
elétrons, técnica denominada bioestimulo (CETE®B42
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Figura 24 - Esquema geral da acdo dos microrganismosepracesso de biorremediacao
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Fonte: Modificado de Andrade, Augusto e Jardim1(®0

Grande parte dos estudos sédo baseados na aplidacAotrientes sob a forma de
fertilizantes de compostos inorganicos e compastmganicos simples, como por exemplo,
NPK, composto por fosfato de monoamonio (NAO;, sulfato de aménio (NPLSOy,
cloreto de potéssio (KCI) e farelo de algoddo, amteocom a mesma composi¢cdo, porém
com liberacdo dos nutrientes de forma lenta (LIMAle 2011) além da utilizacdo de esterco
(LIU et al., 2010), NH4CIl e NaiO, como fontes de N e P (ABED et al.,2014), uréia e
KH,PQO,, resina uréia-formaldeido e lictina de soja (OLIRE, 2011), cloreto de potéassio,
super fosfato simples e uréia (CAVELHAO, 2011),iar¢NH,),CO) e extrato de levedura
(OLIVEIRA; LEMOS, 2005) entre outros. Segundo Fulawlk e Santos (2014), é
recomendado a utilizacdo de uréia para correcdeatale nitrogénio do solo, tendo em vista
gue a mesma mostrou-se mais adequada quando co@peoan O nitrato de sddio,
aumentando a remocéo de hidrocarbonetos, senda gfieiéncia na adicdo de nutrientes
muda de acordo com a razdo do nitrogénio (N), fos(B) e potassio (K) apropriada para
cada condicao.

Varias pesquisas estudam diferentes propor¢cbegudtes do C:N:P:K, entre elas
estdo a razdo 100:10:10:10 (SANTANA et al., 2010):10:1:1 (CAVELHAO, 2011) e a
razdo 100:7:5:1 (DEYEMO, 2013), evidenciando a ssidade de se fazer estudos
preliminares para adquirir a relagdes C: N:P mdexjaada, ja que cada ambiente apresenta

caracteristicas e deficiéncias distintas.

4.3 AGENTES BIOLOGICOS REDUTORES DE PETROLEO

O emprego de microrganismos nadegradacao de coraar@s toxicos, € uma técnica

que tem se mostrado promissora na recuperacdo eds @ontaminadas. Toda via, €
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necessario que 0s microrganismos apresentem aésticts desejaveis como: capacidade de
degradar a maior parte dos contaminantes, estatbdidjenética, alto nivel de atividade
enzimatica, capacidade de competir com a populag@imseca do solo, ndo podem ser
patogénicos e ndo devem produzir substancias gxiceante o processo de biodegradacao
(LEAHY; COLWELL, 1990).

Diversos microrganismos tém sido utilizados na mgfinode metais pesados de
efluentes industriais e do ambiente. Grande parsecdmpostos ligantes de metais, tais como
0s acidos organicos simples, alcoois e macromaécydolissacarideos, acidos humicos e
fulvico, sdo produzidos por estes microrganisma@ngla podem adsorver estes metais a
componentes presentes na superficie da paredearc€hibssorcdo), bioacumuld-los em
organelas ou liga-los a proteinas de seu inteeloar (PEREIRA; FREITAS, 2012).

A maior parte dos trabalhos desenvolvidos em psasede biorremediacdo sdo com
bactérias. Diversos géneros bacterianos hidrocadi@sticos habitam sedimentos de
manguezais, entre eles est®seudomonas, Marinobacter, Alcanivorakicrobulbifer,
Sphingomonas, Micrococcus, Cellulomonas, Dietz@aerdonia (BRITO et al.,, 2006). Os
géneros mais utilizados como biorremediadores Rseudomona® Bacillus Ambos os
géneros sdo capazes de metabolizar compostos wagpd&s anaerdbias, no entanto crescem
mais lentamente quando comparados aos organismobiae (TORTORA et al.,, 2005).
Algumas espécies dgseudomonasao capazes de degradar compostos do petrélaondw
hidrocarbonetos aromaticos e hidrocarbonetos oilicA cepa bacteriana da espécie
Pseudomona sputiddpi a primeira a ser geneticamente construidatenpgada para esta
finalidade. Outra espécie conhecida por metabotieaivados de petréleo éRseudomonas
aeruginosa a qual utiliza alcanos como fonte de carbono patacrescimento por meio de
oxidacdo. AP. putida apresenta a capacidade de metabolizar quatro hrtharetos de
petréleo bruto: canfora, octano, xileno e naftal@N&BER; SANTOS, 2013; STRIEBICH et
al., 2014).

Os fungos basidiomicetos apresentam capacidadetasigapque |hes permitem
crescer em condicbes ambientais prejudiciais ectdgude de degradacao da lignina, além de
apresentarem habilidade em degradar uma ampla darpaluentes ambientais devido seu
potencial de oxidag&o-redugédo. Por este motivo ggaades atrativos para as aplicagbes
biotecnoldgicas e industriais (LEE et al., 2014;HBEDOD; NASERNEJAD; NIKAZAR,
2014).

Os fungos de podriddo branca tém se mostrado uteenaiva promissora nas

pesquisas da atualidade, como por exemplo o fumgsiodiplodia theobromaeaual
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apresentou 53,3% de taxa de remocdo total de laidrocetos policiclicos aromaticos
(HPAs) em solo (WANG et al., 2014), o funBteurotus ostreatusficaz na descontaminagéo
de solo arenoso por compostos organicos (ROCHAI.et2@14). Outro exemplo bem
sucedido em escala de campo foi com o in6culo Gangihanerochaete velutingue
degradou 94% dos HPAs em solo (WINQUIST et al.,4200utros fungos dos géneros
Cunninghamella, Penicilliume Aspergillustamtambém sdo eficientes na degradacédo de
contaminantes organicos e sao bastante citada®radra desde 1992 (LIMA, 2011).

A capacidade em degradar hidrocarbonetos nédo étaestapenas aos fungos e as
bactérias. Alguns géneros de algas e cianobacttmabém possuem essa habilidade. A
capacidade das algas para degradar poluentes argéhnia razao para 0 seu crescimento na
presenca de poluentes. O mecanismo de remocédo dtEsnpesados pelas algas esta
associado a presenca de carga elétrica superiegativa, levando a uma afinidade para os
metais pesados que se apresentam como cations.

No trabalho realizado por EI-Skeekh, Hamouda e mNiz&013) evidenciou a
capacidade das microalgdsenedesmus obligedchorella vulgardedecrescer sob condi¢cdes
heterotroficas utilizando petréleo como Unica fotecarbono e assim degradar n-alcanos e
hidrocarbonetos aroméaticos policiclicos. Os autoocesluiram que a utilizacdo de microalgas
para degradar poluentes de petroleo bruto é comsidea melhor técnica e um método
economicamente viavel, que poderia ser utilizadgeande escala. Outra alga que apresenta
capacidade na degradacao de n-alcanos e i-alcanosdimo hidrocarbonetos aromaticos, foi
a algaPrototheca zopflEL-SKEEKH; HAMOUDA; NIZAM, 2013). Podemos citarrebém
0s género®scillatoria, Microcoleus, Anabaena, Nostoc, ChlmeChlamydomonase, Ulva
como degradadores de compostos petroliferos (ATIA8] citado por MARIANO, 2006).

Os principais géneros de agentes biorredutorefgtieeram sucesso na degradacao
de compostos do petréleo estdo descritos no Quadho entanto o efeito esperado dos
microrganismos depende da selecdo especifica pdeatipo de contaminante assim como
sejam dadas as condi¢cdes adequadas para seu desesvo.

A adicdo de microrganismos pode ser efetuada cdtoras puras ou consorcios
microbianos, de diferentes reinos, géneros e espdeéntretanto ha relatos de que adicao de
consorcios seja mais eficiente (WANG et al., 200MAGI et al., 2011) partindo do principio
de que existe uma diversidade de compostos e unta Ulinhagem nado é eficaz na

metabolizacdo de todos 0s contaminantes presem@&@siniente.
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Quadro 4 - Lista de género de microrganismos degradadoresmpostos do petréleo

. REFERENCIA

MICRORGANISMO GENERO s

Achromobacter, Acidovorans, Acinetobacter,

Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas,

Arthrobacte, Beijemickia, Burkholderia, Bacterium,

Bacillus, Comomonas, Corynebacterium, Wetler-Tonini,

Cycloclasticus, Flavobacterium, Gordonia, KocurigR. M. C. et al.,
BACTERIAS Klebsiella, Microbacterium, Moraxella, 2010; Jacques et.

Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas, al., 2007;
Nocardia, Ochrobactrum, Paracoccus, PasteurellaMariano, 2006.
Polaromonas, Proteus, Pseudomonas, Ralstonia
Rhodococcus, Staphylococcus, Sphingomonas,
Stenotrophomona, Spirillum.Vibrio, Xanthomonas

Behnood;
Aspergillus, Bjerkandera, Candida, ChrysosporiumiNasernejad,;
Cunnighamella, Curvularia, Drechslera, Fusarium, Nikazar, 2014;
Lasiodiplodia, Mucor, Penicillium, Peniophora, Balaji;

FUNGOS Phanerochaete, Phlebia, Pleorotus, Prototheca, | Arulazhagan;
Rhizopus, Rhodosporidium, Rhodotorula, Ebenezer, 2014;
Sacharomyces, Sporobolomyces, Trichosporom,| Lee et al.,
Trametes, Trichoderma, 2014;Mariano,
2006.
Atlas, 1981
citado por
Agmenellum, Amphora, Anabaena, Aphanocapsa Mariano, 2006;
ALGAS E CylindrothecaChlorella, Chlamydomonas, Dinis; Monteiro;
CIANOBACTERIAS | Dunaliella, Eudorina, Microcoleus, Nostoc, Boaventura; El-
Oscillatoria, Porphyridium, PetaloniaUlva Skeekh;
Hamouda;
Nizam, 2013;

Consorcio fungc-bactéria: Trichoderma
asperellum, Aspergillus nomius, Aspergillus flavus,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsidfa e Zafra, 2014;
Stenotrophomonas maltophilia Ellegaard-
Consorcio fungo-bactéria Mortierella, Jensenet al.,
CONSORCIOS Var|ovor§1>e,,Arthrobacte_r _globlformls, 2014; Balajl,.
MICROBIANOS Consorcio fung|coPen.|C|II.|um _chrysogenum Arulazhagan;
Mucor racemosus Lasiodiplodia theobromae; Ebenezer, 2014;
Consorcio bactéria-levedura-fungo Nocardia Almeida et al.,
nova, Geotrichum candidum, Penicillium 2012.; Yum et
griseofulvum al., 2008.

Consorcio bacteriand@ordona, Rhodococcus,
Exiguobacterium, ArthrobacterBacillus

Fonte: Autor, 2015.

Para decomposicdo de alguns compostos recalcit@nteecessario a unido de
atividade de multiplas enzimas, neste sentido rlinista trazem vantagens em relacéo a
culturas simples. Estudos realizados mostram gaeeda conjunta dos microrganismos na
degradacdo de contaminantes possibilita aumenesisténcia da comunidade & substancias

toxicas, ja que alguns dos organismos possam (ietoxd meio. Enquanto uma espécie
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consome um componente especifico a outra espéamog® outro composto distinto até
degradar completamente o produto (GRADY, 1985).s6arios agem como candidatos
potencias para biorremediacdo de ambientes corddosn desde que sejam previamente
testadas, pois o crescimento de um pode ser india®d outro, sendo necessario avaliar
competicdo, predacao e antagonismo entre eles.

No México um estudo foi realizado com os microrgarosTrichoderma asperellum,
Aspergillus nomius, Aspergillus flavus, Pseudomorsesuginosa Klebsiella sp., e
Stenotrophomonas maltophiliaas quais cresceram usando HPAs como Unica foate d
carbono e apresentaram uma tolerancia extremarakateté 6.000 mg't Deste modo os
autores concluiram que o consorcio microbiano estoichpresentou um elevado potencial
para a biorremediacdo e pode ser Util para o tettonde locais contaminados com HPAs
devido a sua elevada tolerancia ao elevado pesecmial e a sua capacidade de utiliza-los
como fonte de energia (ZAFRA, 2014), por outro ladassociacdo de bactéria, levedura e
fungo composto poNocardia nova Geotrichum candidune Penicillium griseofulvumeé
indicado para aplicacbes em processos de biorrag@aide ambientes contaminados com o
combustivel bunker (ALMEIDA et al., 2012). Outro eemplo de aplicacdo consorcios
fungico-bacteriano foi a utilizacdo dMlortierella sp., Variovoraxe sp., Arthrobacter
globiformis na remediacdo de areas contaminadas por pest{@daEGAARD-JENSEN et
al., 2014).

Na China, cinco géneros bacterian@ordona, Rhodococcus, Exiguobacterium,
Arthrobactere, Bacillugormaram um consorcio capaz de metabolizar coropasiomaticos
em sedimento de manguezal. Com aproximadamententesss de incubacdo, foi possivel
atingir 32,8% de degradacado, desta forma os autmesluiram que estes géneros podem
metabolizar compostos aromaticos e tornar-se dartenam sedimentos de ambientes
contaminados (YUM et al., 2008).

Angelim e colaboradores (2013) desenvolveram unt@atégia de biorremediacdo
para sedimentos de manguezais contaminados cona @axdir de um consorcio imobilizado,
composto por 17 isolados de 12 géneros difere@issiesultados obtidos revelaram que o
consorcio imobilizado em capsulas de quitosana septam efeito estimulante na
comunidade bacteriana, além de servir como protegdaplicagdan situ. Desta forma a
estratégia proporcionou bioestimulacdo e bioaums&maltaneamente.

Sete cepas bacterianas provenientes do sedimerBaidade Todos os Santos com
potencial de degradacéo de hidrocarbonetos delgefidrmaram 2 consécios (consorcio A e

B). O consoércio A foi capaz de degradar completdenéados os compostos acima dg, C
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porém, para 0os demais compostos, as melhores dexdsgradacao foram presenciadas apés
30 dias. O consorcio B atuou de forma semelhantiegeadacédo de compostos acima g C
apos 7 e 15 dias de experimento, com niveis deadagéo superiores a 81% (FIORAVANTI,
2013).

Silva e colaboradores (2007) realizaram uma peaqaigo objetivo foi detectar
microrganismos redutores de Fe através de andisteculares e microbiolégicas. A partir
do estudo foram isoladas 11 linhagens aerdbica@sedade protecdo ambiental Diogo Lopes,
as quais foram capazes de reduzir Fe (lll) e cres@resenca dos diversos hidrocarbonetos
constituintes do petréleo. Sendo assim sugere-s@agjdemais bactérias nativas de ambientes
virgens podem ser Uteis em eventuais experimerttsodremediacao.

Apesar dos consoércios podem ser aplicados comedifes tipos de organismo,
géneros e/ou espécies, muitos estudos tém sideada@d envolvendo o crescimento de um

anico microrganismo por conta da grande dificulddel@nalise de misturas complexas.

4.4 FATORES QUE INTERFEREM NO PROCESSO DE BIODEGRWIAO POR
BIOAUMENTO

Os processos biolégicos ndo os unicos fatores sfde envolvidos na biodegradacéo,
mas também, processos fisicos e quimicos podemresponsaveis pela reducdo da
concentracdo do poluente (DEON et al., 2012). Eadreazdes citam-se: aceptor de elétrons,
nutrientes, umidade, oxigénio, pH, biodisponibitidade compostos organicos, temperatura e

tipo de solo, os quais serdo discutidos nos itesegyair:

4.4.1 Aceptores de elétrons

De modo geral abiodegradacdo do contaminante depeadatividade aerdbia dos
microrganismos, ainda que existam microrganismoserd@ios. Neste sentido, o0s
contaminantes podem servir como doadores ou aesptier elétrons nas reacdes bioquimicas
redox, podendo ser parcialmente transformados aeralizados. Devido a maior quantidade
de energia produzida durante o processo de redpiragrobia, o oxigénio é o aceptor de
elétrons preferido, quando presente. Quando o oiigévre se torna limitante, os
microrganismos passam a usar o0 oxigénio provendmtgtrato (NO) e depois continuam a
usar outras formas de oxigénio que estejam presaateegido (S£) (MESQUITA, 2004).
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4.4.2 Nutrientes

Para sobreviver, os microrganismos, necessitanomntes de nutrientes. Nitrogénio,
fosforo e potassio sdo, por sua vez, os principaisientes inorganicos adicionados, se
necessario, durante os processos de biorremed{&2Z0 et al., 2006). O carbono é
essencial para a sintese de todos 0s compostosiamganecessarios para a viabilidade
celular, sendo considerado elemento estruturalcbgsara os seres vivos. A sintese de
proteina, de DNA e de RNA necessita grandes quedel de nitrogénio e fosforo, assim
como para sintese de ATP, responsavel pelo armaeena e pela transferéncia de energia
guimica dentro da célula (TORTORA, 2005).

4.4.3 Umidade

Durante o processo de biorremediacdo o0 solo devesaqar teor de umidade
suficiente para estimular o crescimento de micmusyaos degradadores. A agua funciona
como veiculo de transporte no qual matéria orgamicatrientes atravessam a parede celular
dos microrganismos e leva os subprodutos do mésatmbara fora da célula. Por outro lado,
teores excessivos de umidade limitam o transpartexigénio no solo. O nivel de umidade
do solo influencia os tipos de microrganismo présere 0s processos de volatilizacao.
Normalmente os teores de agua no solo devem sdidosuentre 50-80% da capacidade de
campo do solo, dependendo do tipo de solo e damimante. A Agua esta presente no solo
sob trés formas: livre, aquela que pode se moverntiente através do solo; capilar, aguele
presente nos poros da matriz do solo quando orsmlaesta saturado e higroscoépica, a agua
que esta interagindo com a superficie da matrisado (MESQUITA, 2004; RIZZO et al.,
2006; SEABRA, 2008).

4.4.4 Oxigénio

Grande parte dos organismos, devido seu metabglisen@ssitam de oxigénio para
respiracdo aerdbia. O oxigénio € utilizado pelosronganismos ndo s6 como aceptor final de
elétrons na respiracdo aerdbia, mas também comstratth nas reacdes biodegradativas
catalisadas pela enzima oxigenasse. Os atomos diegénhio que sdo removidos dos
compostos organicos combinam com o oxigénio pammdgp agua. Esse processo tem a
vantagem de produzir grande quantidade de energim@taneamente neutralizar um gas
potencialmente téxico (RIZZO et al., 2006; TORTORAPS).
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4.4.5 Biodisponibilidade de compostos organicos

A baixa disponibilizagdo dos contaminantes encdogaem solos para 0s
microrganismos € um dos principais fatores queferem no processo de biodegradacdo. A
baixa solubilidade destes contaminantes podemeindiar no crescimento microbiano. Em
geral, quanto maior a solubilidade do contaminameagua, mais biodegradavel esse sera.
Outro fator importante € emulsificagdo dos hidrboaetos, caso seja inadequada ira resultar

em pequenas areas superficiais para contato cegludas microbianas (RI1ZZO et al., 2006).

4.4.6 pH

A solubilidade dos nutrientes e a atividade micohiestdo diretamente ligadas ao pH
do solo. A maioria das bactérias vivi na faixa tede 5 a 9, sendo que a biodegradacao de
um contaminante € tipicamente acelerada no pH mefAs mudancas de pH podem causar
alterag6es na comunidade microbiana. Em casos dauwté acido existe a necessidade de
neutralizar a acidez com a adicéo de cal, e em pitbralcalino utiliza-se sulfato de amonia
ou sulfato de aluminio, de modo a elevar o pH pnéxa neutralidade. Contudo é preciso
levar em consideragdo outros fatores como: textguantidade de matéria organica e
capacidade de troca catidnica. Os dois fatores mignciam na diversidade microbiana,
em geral, sdo o pH e a capacidade de tamponamersolal (MESQUITA, 2004; SEABRA,
2008).

4.4.7 Temperatura

A temperatura do solo é um dos fatores mais impt@$ano controle da atividade
microbiana e das taxas de biodegradacdo da matdgémica, ja que as velocidades das
reacdes metabdlicas aumentam com aumento de tdomper@ara as reacdes enzimaticas, a
elevacdo além de uma certa temperatura reduz cdnastnte a velocidade da reacédo. Pode-se
dizer que a temperatura 6tima para maioria daghasté entre 35 °C e 40 °C, sendo que
com a reducdo dessa taxa ocorre a desnaturacaendmsas e assim perda da atividade
microbiana (TORTORA, 2005). A temperatura tambérdepmfluenciar indiretamente na
mudanca de propriedade fisica, composicdo quimicataxicidade do contaminante
(SEABRA, 2008). Além de estar relacionada com aimigdo do contaminante pelo

processo de evaporacdo. A solubilidade dos contartee aumenta com o aumento de
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temperatura, e a solubilidade do oxigénio dimimamo aumento de temperatura (ATLAS,
1981; SONG et al., 1990 citado por MESQUITA, 2004).

4.4.8 Tipo de solo

No caso do tratamento biolégico de solos contanoisladdeve-se levar em
consideracao a textura do solo, posto que a textieta a permeabilidade, a umidade, e a
densidade. A metabolizacdo e a biodegradacdo desmoluentes podem ser limitadas pela
sorcdo (adsorcdo ou absorcdo) dos compostos aopomenties do solo. A sorcdo €
responsavel pelo “aprisionamento” dos contaminamraovendo-os do estado dissolvido.
Se 0s compostos encontram-se fortemente sorvitks pedem se apresentar indisponiveis
aos microrganismos, limitando assim a sua biodegém Por outro lado, a sor¢cdo pode
reduzir/minimizar alguns dos efeitos toxicos dodueotes no solo através da baixa
disponibilizagdo dos mesmos. Desta forma, o corapwhto dos contaminantes no solo é
influenciado pela competicdo dos processos de pradacao e sorcao (PROVIDENTI et
al.,1993 citado RI1ZZO, 2006).

4.5 ESTRATEGIAS UTILIZADAS NA BIORREMEDIACAO

Expresso o potencial da técnica de biorremediagijumas estratégias de foram
desenvolvidas a fim de aperfeicoar os processosdelgradacdo dos contaminantes.
Atualmente as mais usadas sdo: a adicdo de suntlsstale microrganismo geneticamente

modificados e material estruturante.

4 5.1 Surfactante

Uma tentativa de incremento da metabolizacéo edsilfilidade de biodegradacéo de
hidrocarbonetos contaminantes é aumentar a sa@agfio do substrato empregando-se, por
exemplo, surfactantes e emulsificantes (RIZZO et 2006). Por meio da adicao de
surfactantes ocorre a metabolizacdo de contammaptercipalmente de hidrocarbonetos,
facilitando seu transporte para o interior da @élul

Os principais fatores que devem ser consideradossoalha de um tensoativo na
lavagem de solo séo: eficiéncia na remocao do wongante, custo, biodegradabilidade do
composto e dos produtos de degradacédo, baixa sisp@io solo, efeitos toxicos em seres

humanos, animais e plantas e reciclagem (MESQUPU®4). Os surfactantes apresentam
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em sua composi¢do por¢des hidrofilicas e hidro&shitator o qual, aumenta a solubilidade

dos compostos, tornando-os disponiveis aos mian@g@s e por consequéncia facilita a
biodegradacéo (PIEPER; REINEKE, 2000; RIZZO et241(8).

A cultura de Pseudomonas aerugingsgode ser citada como produtora de

biossurfactantes, porém pode ndo apresentar boemgesho quando matérias primas

alternativas (6leo diesel) sao utilizadas (MARIANZDQ6). Uma das principais vantagens do

emprego dos bioemulsificantes ou biossurfactantea 6ua biodegradabilidade, baixa

toxicidade e elevada eficacia, principalmente qoaminpregado em associacdo com

tecnologias de tratamenex situde solos contaminados. Por outro lado, em tecredode

tratamentan situ pode causar a lixiviagdo dos poluentes hidrof&bjgara o lencol freético

devido ao aumento da mobilidade dos mesmos (RIZZCale 2006). Os principais

microrganismos produtores de surfactante mais @ithbe estdo listados no Quadro 5.

Quadro 5- Diversidade de surfactantes produzidos por mignoismos

MICRORGANISMO PRODUTOR

BIOSSURFACTANTE

Acinetobacter calcoaceticus

Emulsan; Biodispersan

Norocardia

polisacarideos

Acinetobacter radioresistens Alasan
Alcanivorax borkumensis Glicolipideo
Arthrobacter sp. Glicolipideo; glicopeptideo; heteropolisacarideo
Bacillus licheniforms Lipopeptideo
Bacilos subtilis Surfactina
Candida bombicol Soforolipideo
Candida lipolytica Soforolipideo
Clostridium sp. Lipideos neutros
Corynebacterium insidiosum Fosfolipedeo
Lipideos; acidos graxos; dimicolatas;

Pseudomonas aeruginosa

Raminolipideo

Pseudomonas florences Lipopeptideo
Rhodococus rubber Glicolipideo
Rhodococcus erythropolis Trealosetetraester

Torulopsis bombicola

Soforolipideos

Fonte: Mulligan et al., 2005; Mesquita, 2004; Bue2@08.

4.5.2 Microrganismo geneticamente modificado

Os organismos geneticamente modificados (OGMs)@sganismos cuja estrutura

genética sofreu algum tipo de recombinacédo em o atravées de técnicas avancadas que
permite alterar sua estrutura genética pela ing@oue um gene modificado ou de um gene
pertencente a uma outra variedade ou espécie,dubtamacteristicas especificas (SUZUKI,
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2006). O uso desses microrganismos tem por obje@tivoentar a taxa de degradacao dos
contaminantes, uma das principais limitacdes dogsso de biorremediacéo (SILVA, 2010).

4.5.3 Material estruturante

O emprego de material estruturante bulking agentsmelhora algumas das
propriedades importantes do solo tais como: reddersidade, aumenta a porosidade e a
permeabilidade, resultando na facilidade de difus&ioxigénio entre as particulas solidas, ou
seja, altera a capacidade de retencdo de aguadmdadesses fatores aumentam a aeracao do
sistema solo contaminante durante o processo deeimediagdo. Dentre os materiais
estruturantes podem ser empregados matérias demodgganica como, por exemplo, casca
de coco, palha, cavaco de madeira, serragem eo fdeeltrigo ou matérias de origem
inorganica, tais como argila calcinada, a vermiaykreia, perlita e cascalho (RIZZO et al.,
2006; RAIMUNDO et al., 2004).

4.6 EFEITOS

Um dos maiores beneficios na utilizacdo das tésrdeabioaumento € a utilizacdo de
agentes naturais parabiodegradar substancias pasigm invés de transferir o contaminante
de um meio para outro. Mas nem sempre seus efgtés benéficos.

Outras vantagens da técnica é o fato de ser mai®etica comparativamente a outras
técnicas de remediacdo, pode ser executada noi@rsipio de contaminacdo, apresenta
minima intervencado, é mais facil de aplicar emdaggcala, além de permitir associacdo com
outros métodos biologicos, quimicos e/ou fisicos tagamento. Todavia ha diversas
possibilidades na aplicacdo desta estratégia n&dritngr com o efeito desejado,
principalmente pela selecdo de estirpes inapragsiadsendo assim, além do tempo
prolongado para descontaminacdo da area, ainda erigperiodo de pré-tratamento para
selecionar 0s microrganismos necessarios.

A fim de auxiliar o tratamento de solos contamirsador petréleo e seus derivados,
sdo lancados diversos produtos no mercado mundilguns produtos apresentam
microrganismos ex0genos em sua composicdo, oumm@sentam nutrientes e surfactantes
para aumentar o potencial biorredutor dos micrasgans (WEBER; SANTOS, 2013).

Contudo o langamento indiscriminado dos mencion@dde trazer riscos ao meio ambiente.
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Em particular, a utilizagdo de OGMs pode trazewgsaconsequéncias. Uma vez
aplicados no ambiente, dificiilmente serdo elimirsado podem gerar competicdo com a
microbiota nativa e consequentemente leva-las iagéxt; pode ocorrer a troca de material
genético e levar a perda da variabilidade genélisaautoctones; existe a possibilidade de
introducdo de fatores de patogenicidade e/ou éemist a antibidticos; sem falar no
desequilibro da estrutura da comunidade (GAYLARBELLINASO; MANFIO, 2005). Em
geral o objetivo da biorremediacdo é mineralizapolkientes organicos, libertando apenas
substancias inertes, como dioxido de carbono, a @gubiomassa celular, porém a adicédo de
nutrientes, surfactantes ou OGMs podem produzisténbias indesejaveis ao ambiente. Isto
posto, devem ser submetidas a avaliagcbes muito ordeyiosas para serem validados
(MENEGHETTI, 2007).

4.7 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de produtos biotecnoldgicos ndo dexeirgerpretada como a solucéo de
todos os problemas de contaminacgdo, visto que shpksquisas cujos os resultados sao
promissores a biorremediacéo foi testada em etaladmatorial e ainda estdo em um estagio
de desenvolvimento.

Nao existe um padrao de microrganismos que redfiaéncia tantaex situe in situ
em qualquer tipo de ambiente contaminado por reside petréleo, pois cada caso é Unico e
véarios fatores devem ser considerados. E import@ssaltar que tratamento bem sucedido
depende da selecdo adequada de microrganismas,@s80 0 monitoramento e manutencao
dos fatores fisico-quimicos do ambiente.

Apesar de varios géneros de fungos, bactérias &s algyem se destacado pela
capacidade de degradacdo compostos organicosgimopetrolifera, uma so espécie nao é
apta na mineralizacdo de todos 0s componentesnpesse ambiente contaminado. Portanto,
a producdo de consorcios microbianos mistos capdeetegradar todos os compostos do
petroleo, torna-se um dos focos principais da émediacdo. Sendo necessério avaliar
sinergismo e antagonismo entre eles, assim comtar tefiferentes combinacbes e
concentracdes de indculos para elucidar a efi@édestas colonias por bioaumentacdo em
ambientes contaminados por petréleo e seus desgvado

Por fim, é preciso criar um banco de dados sobreamacidade de diferentes
consorcios mistos para cada ecossistema e paratipadde petréleo e derivados, como o

proposito de criar um protocolo eficiénte na bioregliacdo de sitios contaminados.
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5 AVALIACAO DA BIODEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS DO
PETROLEO POR CONSORCIO MICROBIANO MISTO EM PROTOTIP O DE
BIORREATOR

RESUMO

Visando investigar o potencial biotecnolégico des@cio microbiano na biodegradacéo de
hidrocarbonetos totais de petréleo em manguezdisrnecer ideias para a melhoria do

método de biorremediacdo foi montado um consorcistome testado em prototipo de

biorreator de imersdo temporaria. A avaliacdo &iosiem quatro ensaios em triplicata:

atenuacdo natural, biorremediacéo |, biorremedidi;d® controle. Desses foram coletadas
amostras de sedimento nos intervalos de 0, 8,A %53 60, 75 e 90 dias de experimento para
0 monitoramento das analises geoquimica, fisicotigai e microbioldgica. Os resultados

mostraram que 0s consoércios sdo capazes de degsaddiP da Bacia do Recdncavo Baiano.
Entretanto a atenuacdo natural apresentou maiaralibdade de HTP representada por
71,77% enquanto que a biorremediacdo | e Il foraspaonsaveis por 45,14% e 7,3%

respectivamente. Este fato indica a necessidade ajdstes na concentracdo dos

microrganismos e nutrientes adicionados a fim deratelhores resultados no processo de
biorremediacdo de manguezais contaminados poregeomover sua aplicabilidade em larga
escala.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Bioaumento. Bioesti. Microrganismos.

EVALUATION OF PETROLEUM HYDROCARBONS BIODEGRADATION FOR
MICROBIAL MIXED CONSORTIUM IN BIOREACTOR PROTOTYPE

ABSTRACT

In order to investigate the biotechnological patdnbf microbial consortium in the
biodegradation of total petroleum hydrocarbons iangroves and provide ideas for
improving the bioremediation method was maken cdinso and tested in prototype of
temporary immersion bioreactor. The evaluation ted of four experiments in triplicate:
natural attenuation, bioremediation I, bioremediatil and control. These sediment samples
were collected at 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 and &@s df experiment for monitoring of
geochemical analysis, physico-chemical and mictogioal. The results showed that
consortia are able to degrade the TPH of the Res@ndasin. However, the natural
attenuation showed higher degradability TPH represk by 71.77% while the
bioremediation | and Il accounted for 45.14% arP4@ respectively. This indicates the need
for adjustments in the concentration of microorgars and nutrients added in order to obtain
better results in the process of bioremediatiomahgroves contaminated by oil and promote
its application on a large scale.

Keywords: Bioremediation. Bioaugmentation. Biostlation. Microorganisms.
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5.1 INTRODUCAO

A utilizacdo de microrganismos tem sido empregadenac uma tecnologia de
remediacaaon situa fim de reduzir os efeitos de compostos organimdasejaveis (tal como
petréleo) no meio ambiente (WANG et al., 2014). Mriemediacdo é uma técnica
economicamente viavel na recuperacdo de areasdpslei tem gerado crescente relevancia
na sua utilizagcado (COUTINHO; BARBOSA, 2007).

A biorremediacdo envolve a aplicagdo de microrgaoss 0s quais utilizam
compostos organicos como fonte de carbono e energiansformam em dioxido decarbono
e agua (DEON et al., 2012). Esta técnica ainda pedempregada de diversas maneiras, tais
como: através do bioaumento, bioestimulo, biorréagdd intrinseca, entre
outras(ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010). Geralments métodos de aplicacdo
visam aumentar a populacdo microbiana criando c¢oOedi favoraveis ao seu
desenvolvimento (SILVA et al., 2004).

O sucesso da técnica de bioaumento depende dgdosde microrganismos com
capacidade para degradar o poluente alvo (CHI.e2@13). Embora varios estudos tenham
utilizado a bioaumentacédo no tratamento de sitiwgatninados por petrdleo, esse método
apresenta limitagfes. Uma Unica espécie de mianmg® ndo € capaz de metabolizar todos
0S compostos organicos presentes no ambiente. Bwsta a técnica requer a unido de
espécies diferentes de microrganismos com o prgpdsi degradar todos os compostos do
petréleo (PINHATIA et al., 2014). Diversos benedicipodem ser citados na utilizacdo de
consércios, uma vez que eles possibilitam a aroptifio de processos bioquimicos na
degradacdo completa de compostos recalcitrantag@{iwo do substrato, assim sendo o uso
de consorcios tem se mostrado eficaz na remoc@oldentes, em comparacdo com o uso de
uma unica cepa (FESTA; COPPOTELLI; MORELLI, 2016).

A deficiéncia nutricional dos ambientes contamirsagdara dar suporte ao crescimento
dos microrganismos pode ser um grande problemalolem vista a necessidade de adicionar
nutrientes e/ou oxigénio para estimular o metabaise o desenvolvimento dos
microrganismos utiliza-se a bioestimulacdo (BISORMN2012).Isto posto, a utilizacdo do
bioaumento assistida por bioestimulacdo (BAB) irdeg) eficacia de ambas as tecnologias e
apresenta uma vantajosa abordagem para a bior@gaedMWANG et al., 2014).

Sistemas de biorremediacdo simples podem apredataags restritivos ao processo

de biodegradacdo. Geralmente essas limitacbes eskdconadas a disponibilidade de
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nutrientes, oxigénio ou a falta de condi¢cdes nedatiente homogéneas, ou seja, dificuldade
no controle e manutencéao de condicdes ideais patdepacdo dos microrganismos (VAN
HAMME; SINGH; WARD, 2003). Biorreatores sao sisegnfechados que permitem
controlar os fatores fisico-quimicos tais como f#peratura, Eh, O.D, sendo ajustados para
a maxima producdo de biomassa, controlar a dediadapntrolar a geracao de residuos,
possibilitam a incorporacéo de aditivos e oxigengeéém da possibilidade de automacédo do
sistema (RI1ZZO et al., 2006). Via de regra a wg@&o de biorreatores tem demonstrado altas
taxas biodegradacéo, ja que é acessivel o costble fatores abidticos e bidticos no interior
do biorreator, o que resulta na reducao do perdedoatamento (JACQUES et al., 2007).

A necessidade de monitoramento representa uma tamper justificativa para a
implementacdo de um processo de biorremediacdo otaiszado, que amplifique a
biodegradacdo do poluente alvo. Assim sendo, otiebjeleste trabalho foi investigar o
potencial biotecnolégico do consércio microbiancstmiem protétipo de biorreator para
aplicacdo na biodegradacao de hidrocarbonetos tdéapetroleo em manguezais e fornecer

ideias para a melhoria do método de biorremediacao.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1Area de coleta

A Baia de Todos os Santos (BTS) € uma reentrarzieodta brasileira, localizada
entre as coordenadas 12° 39'4” S — 13° S dedat@&B8° 30' W — 38° 43" 30" W de longitude
(LEAO; DOMINGUEZ, 2000). Essa bafa apresenta unea &proximada de 1.233 kie
superficie e 200 km de perimetro (QUEIROZ, 1997).

A porcédo norte/nordeste da baia possui mais deng@li@trias e uma intensa atividade
portudria. Destas esta incluso dois polos industra Centro Industrial de Aratu e o Polo
Petroquimico de Camacari, onde esta localizaddimara Landulpho Alves de Mataripe
(RLAM) (HATJE; ANDRADE, 2009; ONOFRE et al., 2007).

Entre os municipios de Sdo Francisco do Conde ele€tas) ao lado da Refinaria
Landulpho Alves, encontra-se uma area controle semtaminacdo por HTP’s, definida a
partir de uma avaliacdo preliminar de estudo amte(LIMA, 2014). A mesma é
representativa do ecossistema manguezal e estizdalzanas proximidades do rio Sdo Paulo,
nas coordenadas 12° 44’ 26,0” (S) e 38° 31’ 53/ (Figura 25).
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Os dez primeiros centimetros do sedimento foranetadbs com auxilio de um
testemunhador de aco inoxidavel de 10 cm de diémketmogeneizados em recipiente de
inox e armazenados em quentinhas sob refrigerac@fCa A caracterizacdo fisica,
geoquimica e microbiolégica (Quadro 6) do sedimeioiorealizada no Laboratorio de
Estudos do Petroleo (LEPETRO) do Instituto de Gauozas da Universidade Federal da
Bahia (UFBA).

Figura 25 - Localizacdo da area de amostragem. (a) LimiteBada de Todos os Santos; (b). Destaque para o

ponto de coleta

Fonte: Modificado de Hadlich (2014).

Quadro 6- Caracteristicas fisicas, geoquimicas e microbioks do sedimento utilizado no experimento

PARAMETROS CONCENTRACAO
Areia grossa 13,15
Areia média 50,04
Granulometria | Areia fina 5,46
(%) Areia muito fina 8,63
Silte 21,3
Argila 1,69
N (%) <0,1
COT (%) 2,12
P (mg Kg?) 56,87
Bactéria (UFC/mL) 0,3x10
Fungo (UFC/mL) 1,85 x 10

Fonte: Autor, 2015.




5.2.2 Petréleo

O petroleo da Bacia do Recéncavo Baianofoi utiizpdra simulacdo de derrame no
experimento em questdo (Figura 26). Este Oleo pas®sa distribuicdo bimodal das-
parafinas, que pode ser visualizada nos tempost@agédo entre 11 a 24 minutos, com
maiores abundancias nos picos 13-& n-G; e n-Gg ao n-G;. O mesmo é classificado como
Oleo leve, do tipo parafinico com baixa proporc@cdmpostos NSO (GANGLIONANE;
TRINDADE, 1988). Os parametros geoquimicos do gledem ser observados no Quadro 7.

Figura 26 - Perfil cromatografico dos hidrocarbonetos totéispetréleo (nga nGgda amostra de dleo da

Bacia do Recdncavo Baiano do poco 128

Norm.]
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Fonte: Autor, 2015.

Quadro 7 - Parametros geoquimicos da amostra de petrélemadbd do experimento

PARAMETROS GEOQUIMICO

CONCENTRACAO (mg k)

Pristano 2235,63
Fitano 1570,96
HTP 325418,94
UCM 72042,57
Pristano/Fitano 1,423
Pristano/n-G; 0,2964
Fitano/n-Gg 0,2257
HTP/UCM 4,517036869

Fonte: Autor, 2015.
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4.2.3 Consorcio microbiano misto

Para obtencéo de bactérias foram utilizadas trészesm em triplicata: sedimento de
manguezal livre de contaminacdo por HTP’s, sedim@&untaminado artificialmente por
petréleo e petrdleo da bacia do Recéncavo Baiano.

A extracdo da microbiota nativa foiatravés da wande diluicdo seriada por
microgota. As cepas isoladas foram submetidassie tke oxidacdo das fracdes do petroleo
(hidrocarbonetos saturados, aromaticos e comp®$@3) utilizando oindicador redox 2,6-
diclorofenol-indofenol (DCPIP) conforme metodologia Hansonet al., (1993).Para compor
o experimento foram utilizados fungos da micoteed BPETRO, os quais foram isolados do
mesmo sedimento referéncia. Foram reativados 2@ofunque obtiveram resultados
satisfatorios na degradacao de déleo da Bacia dorieago no trabalho de Lima (2014).

A patrtir da selecao dos microrganismos foi feijargdo dos principaisdegradadores e
observado as intera¢cfes sinérgicas ou antagbracaggrmacao do consorcio, totalizando 26
fungos e 12 bactérias (Quadro 8). A posterioripnsércio microbiano foi encapsulado com
folha de manguezal e outro com fibra de coco atido-se polimeros naturais segundo
metodologia modificada por Lima (2014).

Quadro 8 - Codificacdo dos microrganismos do consorcio

MICRORGANISMO CODIGO
R2. R11, R16, R26. R27, R28, R30, R31, R33, S38, S39, S40,
FUNGO S41, S45, S52. S53. A79, ASO, A83, A4, N82, NS9SNN101,
N102(Apéndice 3)
, RA2. RB1, RB4, RC5. RC6, PD4, PD5_PD6. PD7, PDBLO
BACTERIA OH4(Apéndice 4)

Fonte: Autor, 2015.

5.24 BIO’RREMEDIAQAO EM PROTOTIPO DE BIORREATOR DE IMERSAO
TEMPORARIA

Foi montado um sistema de biorreatores de imeeapdraria modificado a partir do
protétipo elaborado por Lima (2014), conforme Fggr. Os biorreatores foram constituidos
por dois frascos de vidro hermeticamente fechadws capacidade para 2foram litros,
interligados entre si por tubos flexiveis através thmpas, contendo agua em umdos frascos e
sedimento no outro, ambos acoplados a uma bombaal®, a fim de suprir a demanda de
oxigénio requerida pelos microrganismos e simulanaaé através da imersdo de agua de

tempos em tempos.
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Quando a bomba era acionada, a inje¢édo de ar scofrh aumentava a pressao do
sistema e transferia o meio liquido para o frasatr@&/és dos tubos interligados. Desta forma
a injecao de ar provocava a formacéo de bolhasnslgpa demanda de oxigénio requerida
pelos microrganismos e a agua imersa simulava & ai&. Terminada a fase de imersao, a
bomba era ativada no sistema oposto e a agua raiglavcompartimento 2 para 1 pelo

mesmo tubo, simulando o processo de descida da maré

Figura 27 - Esquema ilustrativo do protétipo de biorreateimerséo temporaria

aberta

_ < —)
Valvula ¢ Vilvula

r Injecio dear

Frasco 1- Agua Frasco 2- Sedimento Bomba de vicuo

Fonte: Autor, 2015.

Para a avaliacdo do potencial de degradacdo de®roiws foram realizados quatro
ensaios em triplicata: atenuacao natural, biorréegéd I, biorremediacéo II; e controle.

Atenuacdo natural monitorada (biorremediacdo is¢xta) — Trés biorreatores
compostos por sedimento referéncia e a adicao deeléteo da Bacia do Recdncavo Baiano;
biorremediagcao |- Trés biorreatores compostos @dingento referéncia com a adicao de 1%
de oleo da Bacia do Recdncavo Baiano e consoramhbiano misto encapsulado com fibra
de coco; biorremediacédo Il Trés biorreatores catgzopor sedimento referéncia com a
adicdo de 1% de Oleo da Bacia do Recbncavo Baiammnedrcio microbiano misto
encapsulado com folhas de manguezal; e controleyposto por trés biorreatores com
sedimento referéncia sem adicao de 6leo, totalzd@dinidades de simulagéo.

O sedimento foi homogeneizado e adicionado as tE@psio consércio com fibra de
coco (biorremediacéo 1) outro com folha de mangu@rarremediacéo Il). Em seguida foi
adicionado 1% de 6leo da Bacia do Recéncavo Baarsedimento.

Para avaliar o processo de degradacéo, foram dakt@mostras de sedimento nos
intervalos de 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 diasexigerimento. A coleta consistiu na
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amostragem de 170g de sedimento, onde essa arfmdtanogeneizada em um recipiente
de inox e separada em fragBes para 0 monitorangentpiimico e microbioldgico.

Durante o experimento foi realizado o monitoramedae parametros fisico-quimico
através da sonda portatil digital da marca HORIBWdelo D54 e um refratbmetro manual
com precisao de + 0,5. Neste foram mensuradoslosesale salinidade, oxigénio dissolvido
(O.D), potencial redox (Eh), potencial de hidrogé(pH) e temperatura da agua, sendo os
dois ultimos mensurados diariamente por um més.

O monitoramento geoquimico consistiu na extracadragdo organica de 10 g de
sedimento em extratasoxhlet e posterior analise do perfil cromatogréafico poeionda
cromatografia gasosa acoplada a espectrometriaadsas através do métodehole oil”.

O monitoramento quimico ocorreu através da detergdim dos teores de fosforo,
nitrogénio total e carbono orgéanico total (COT).f&foro foi determinado seguindo o
método da EMBRAPA, 2009 e analisado em Espectnofetd Agilent Cary60 - Agilent
Technologies Para determinagédo de COT e nitrogénio total fdizado o determinador
elementar, serie CHN628 da LECO Corporation e asstias foram preparadas conforme o
método da EPA NCE-C 1282/2002.

O monitoramento microbiolégico consistiu na contagi#e bactéria pelo método de
diluicdio seriada por microgotapread plateaté diluicdo 18 e diluicdo seriadgdour plate
até diluicdo 18 para contagem de fungos. Os resultados foram ssgseem unidades
formadoras de colénia (UFC/mL). O experimento aradises geoquimicas, fisico-quimica e
microbiolégica foram realizados no Laboratério dstudos do Petréleo (LEPETRO) do

Instituto de Geociéncias da Universidade Feder&dalaa.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do experimento foram demonstradogedagdo ao monitoramento
geoquimico, fisico-quimico e microbiolégico em Q, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de
experimento. Foi adotado C para representar asteaaodo controle, AN para atenuagéo
natural, BC para biorremediacao | e BF para bioegiatao 1.

5.3.1 Monitoramento fisico-quimico
Vérios fatores influenciam a taxa de biodegradagés compostos presentes no

petréleo, dentre eles estdo o pH, temperatura,adaijdootencial redox, oxigénio dissolvido,

nutrientes, teores de matéria orgéanica, entre ®8&ABRA, 2008). Sobretudo a atividade
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microbiolégica é afetada pelo valor do pH e pelaperatura (ANDRADE; AUGUSTO;
JARDIM, 2010).

Nos primeiros 30 dias de monitoramento, a tempexatitdia de todos os tratamentos
foi £ 22 °C (Quadro 9). Durante os 90 dias de navaihento obteve se como temperatura
minima de 21,0 °C e maxima de 26,3 °C, entretaitohouve diferenca significativa entre as
médias. A Figura 28 permite visualizar de formaalgue a temperatura procedeu similar
independentemente do tipo de tratamento empregado.

Quadro 9 - Média da temperatura e pH das unidades de sp@ldurante trinta dias de monitoramento

UNIDADES DE SIMULACAO pH TEMPERATURA (°C)
Controle 6,99 22,20
Atenuacédo natural 7,11 22,15
Biorremediacao | 6,89 22,05
Biorremediacao I 7,17 22,0

Fonte: Autor, 2016.

Temperaturas abaixo de 10 °C resultam na degradeg&® dos hidrocarbonetos,
sendo o ideal de temperatura para o desenvolvintganicrorganismos e degradacao dos
HPAs uma faixa de temperatura entre 30 °C a 40E@GKY; COLWELL, 1990). Por outro
lado, temperatura acima do valor 6timo desnaturaimagva proteinas, enzimas e acidos
nucléicos dos microrganismos (MARIANO, 2006). O emmento apresentou valores de
temperatura préximos da faixa ideal de desenvolvimeeste fato pode nédo ter explorado o
potencial de biodegradacéo do substrato.

Figura 28 - Valores da temperatura nas unidades de simulaggieempos 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de
experimento

Temperatura
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Fonte: Autor, 2016.
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Os valores de pH afetam a atividade dos microrgarssatravés dos efeitos dos ions
H+ na permeabilidade celular e na atividade eniomatexercendo influéncia na
disponibilidade de macro e micronutrientes (JACQU&Sal., 2007). O pH se manteve
proximo a neutralidade (Figura 29), contribuindosipeamente para a realizacdo do
experimento, ja que o pH condiz com a média enfee@®,0 apresentada como ideal para a
atividade dos microrganismos (LEAHY; COLWELL, 199&NDRADE; AUGUSTO,;
JARDIM, 2010).

Figura 29 - Valores do potencial hidrogenidnico (pH) nas adiels de simulagdo nos tempos 0, 8, 15, 30, 45, 60,
75 e 90 dias de experimento
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Fonte: Autor, 2016.

O potencial de oxirreducao pode ser utilizado coamandicador do grau de oxidag&o
dos sedimentos. A biodegradacdo de hidrocarbonét@ssencialmente uma reacdo de
oxirreducao onde o hidrocarboneto é oxidado (doddaglétrons) e um aceptor de elétrons é
reduzido (MARIANO, 2006). Conforme Figura 30 pode-@bservar que o sedimento de
todos os tratamentos estd em redugdo, uma vez aoeey de Eh em 800 mV, indica
sedimento altamente oxidado, a -400 mV, indicamsedios altamente reduzida, ou seja
acima de zero é oxidacao, e menor do que zero,i0 esd em reducdo (SUTHERSAN,
1996). O Eh variou entre -1,67 mV a -79,30 mV, seadl'8, T60 e T90 os maiores valores
em todos os tratamentos, corroborando com a redg@xigénio o qual foi menor em T8 e
T60 (Figura 28). Possivelmente esses foram os tengpde ocorreu maior consumo de

oxigénio pelos microrganismos.



61

Figura 30 - Valores da potencial oxirredu¢do (Eh) nas unidatéesimulacdo nos tempos 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75
e 90 dias de experimento

Potencial oxirreducio
]

-10
20
=30
-40

50
-GO
-70

TS5 ®WT30 WT45 ®=TeO ®BT75 ®=T9O0

S

Concentraciio (mY)

20
Unidades de simulacio

Fonte: Autor, 2016.

O oxigénio é um requisito basico para a biodeg@aagois € o principal aceptor de
elétrons na degradagdo da matéria organica e cowtates (MESQUITA, 2002). Na sua
auséncia, o potencial redox se torna um fator dimé& na degradacdo de contaminantes
oleosos. Isto decorre uma vez que a transformag@biaa dos hidrocarbonetos no solo leva
frequentemente a um rapido esgotamento do oxigégsolvido (KARTHIKEYAN;
BHANDARI, 2001). Sedimentos aquéticos sdo andxiewseto para uma camada fina na
superficie do sedimento. A disponibilidade de oxigéno solo é dependente das taxas de
consumo de oxigénio microbiana, do tipo de solay selo esta encharcado, e a presenca de
substratos utilizaveis o que pode conduzir a déplele oxigénio (ATLAS, 1984).

A taxa de oxigénio iniciou em 5,75 mg'le reduziu ao longo do experimento de
forma similar em todos os tratamentos. O experime@antrole foi o qual apresentou os
maiores valores de oxigénio dissolvido, provavel®gror ndo ter sido submetido a nenhum
aditivo nutricional para estimular o crescimenta@mmbiano (Figura 31). A concentracéo de
oxigénio durante os 90 dias de monitoramento foismerada baixa em relagdo a taxa
necesséria de 3,1 mg mL de oxigénio para a degiadig 1 mg mL hidrocarbonetos para as
bactérias aerdbicas, sem tomar em consideracassartwal de bactérias (SONAWDEKAR,
2012). O T45 nao possivel mensurar os valores @edevido problemas operacionais na
sonda.
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Figura 31 - Valores de oxigénio dissolvido (O.D) nas unidadesimulacdo nos tempos 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75
e 90 dias de experimento
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Fonte: Autor, 2016.

A taxa de salinidade é considerada um dos parédsngtapa a determinagdo da
extensdo da biodegradacdo. Nos manguezais a sdinmbde variar de 0,5 a 30,0 variando
de acordo com a proximidade ao rio e a vegeta¢®@4sTLER, 2006). Elevados teores
osmoticos alteram a solubilidade ou sorcédo dosaoanintes pelos microrganismos inibindo
as taxas de degradacao de compostos organicoset@N 2012). Assim sendo, o aumento
da salinidade pode afetar a fisiologia da populag&oobiana e consequentemente reduzir as
taxas de degradacao de hidrocarbonetos de pe(@®iBLAJA; KESHAVARZ; KYAZZE;
2015; TEHRANI; MINOUI; HERFATMANESH, 2009).

Os valores de salinidade variaram entre 10,33 @71&;igura 32) 0 que ndo exerce
efeito negativo para o processo de biorremediagaa,vez que valores < 2 sdo considerados
inapropriados para o desenvolvimento de microrgamss isolados (ATLAS, 1984). A

diferenca entre os valores ao longo do experime&todemonstrou diferenca significativa.
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Figura 32 - Valores de salinidade nas unidades de simulagddempos 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de
experimento
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Fonte: Autor, 2016.
A metabolizacéo e a biodegradacdo de contamingmdsem pode ser limitada pela

capacidade do solo de adsorver ou absorver congpdstiretanto, 0 comportamento desses
parametros depende da textura do solo e sua qadetil tipo de fracbes, tais como areia,
silte e argila, além dos teores de matéria orgdmiesentes neste solo (R1ZZO, 2006).

Neste sentido, a argila apresenta capacidade devad®lementos quimicos e troca-
los por outros elementos, ou seja, possui capaeidadiroca de cétions (CTC). O namero
total de cations trocaveis é referente a somaeataezitos de carga positiva, (calcio, magnésio,
potassio, sodio, aluminio e hidrogénio), que s&mmados pelas cargas negativas da argila.
Desta forma, quanto mais alta a CTC de um solos meétions ele pode reter (BISOGNIN,
2012). O percentual de argila aumentou nos trateoaezsom excecao da biorremediacéo I
como pode ser visto no Quadro 10. Em contrapartideiorremediacdo | obteve menores
teores de argila, entretanto ndo demonstrou digarsignificativa nas taxas de oxigenacao

dos tratamentos.

Quadro 10- Caracteristicas granulométrica das unidadesnidacdo nos tempos 0 e 90 dias de experimento

UNIDADES DE SIMULACAO GRANULOMETRIA T0 T90
Areia 77,28% 72,65%
Controle Silte 21,3% 25,57%
Argila 1,69% 1,79%
Areia 76,20% 62,60%
Atenuacédo Natural Silte 22,04% 35,06%
Argila 1,36% 2,34%
Areia 73,06% 65,97%
Biorremediacéo | Silte 25,52% 32,32%
Argila 1,42% 1,71%
Areia 74,88% 64,22%
Biorremediacéo |l Silte 23,20% 34,04%
Argila 1,93% 1,75%

Fonte: Autor, 2016.
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Alguns nutrientes sdo essenciais ao crescimentdacelos microrganismos, esses
podem ser classificados como macro ou micronuggedé acordo com a demanda de energia
exigida para o desenvolvimento microbiano. Os nradreentes séo o nitrogénio, hidrogénio,
oxigénio, fésforo, enxofre e os micronutrientestrde zinco, manganés, 0s quais Ssao
necessarios em menor quantidade (MARIANO, 2006kté&@a entre 0s micronutrientes o
fésforo e o nitrogénio, os quais devem estar bakhas, propiciando uma boa relagdo com o
carbono (SIQUEIRA et al., 1994).

O fosforo ocorre na natureza na forma de fosfatosganicos sendo muito utilizados
no crescimento microbiano (SIQUEIRA et al., 1992)f6sforo € necessario na producéo de
ATP para fun¢cdes metabolicas, além de constitu@to&cnucléicos, fosfolipideos e acidos
tecoicos (REGINATTO; COLLA; THOME, 2011). A Figura3 representa a média dos
valores de fosforo durante os tempos amostraisO @arbiorremediacéo | e Il apresentaram
0s maiores valores e ao decorrer do experimentaldoaindo. Provavelmente a queda do
fésforo esteja relacionada ao consumo do mesma palyorganismos. No gréafico também é
possivel notar que a presenca de aditivos que csemgm as capsulas (fibra de coco e folha
de manguezais) favoreceu a concentracéo inicisfero nos tratamentos respectivos. Em
contrapartida, o controle e a atenuacdo naturglas nao receberam estimulo de nutrientes,
as concentragdes mantiveram se similares ao lomgenapo.

A producdo de proteinas e acidos nucléicos ocorpartir da disponibilidade de
nitrogénio no meio. O nitrogénio é absorvido pipatnente como amonia e nitratos pelos
microrganismos decompositores (SIQUEIRA et al.,4)98través do Analisador Elementar
ndo foi possivel determinar as concentracdes exdganitrogénio total nas unidades de
simulacdo em fungdo dos valores estarem abaixdnute |de deteccdo do equipamento.
Adotou-se como valor de nitrogénio <0,1 em todoedqulo amostral. Dessa forma nao foi
possivel observar as variagdes da concentracadrdgémio entre os tempos amostras e entre
0s tratamentos experimentais. A partir desse fapwesse que o sedimento utilizado no
experimento seja pobre em nitrogénio assim comorzentragcdo da adicdo da folha de

manguezal como aditivo foi insuficiente para exenstuéncia no aumento de nitrogénio.
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Figura 33 - Valores de fésforo nas unidades de simulacédotempos 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de
experimento
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Fonte: Autor, 2016.
O carbono é a principal fonte de nutrientes dal@éhicrobiana, constituindo 47% da

matéria seca, sendo suas fontes as mais divemas, aminoacidos, acidos graxos, acucares
e compostos aromaticos (SIQUEIRA et al., 1994).edlado a Figura 34 nota-se que 0s
maiores valores apresentados foram em 8 dias deriemgnto. Esses teores podem ser
relacionados com o aumento da biomassa de funbastérias em T8 (Figura 35 e 36). Em
T15 também ocorreu aumento da concentracdo nasdesdde simulacdo controle e na
atenuacdo natural. Em seguida houve reducdo gragmatoncentracdo de COT. A
biorremediagdo | apresentou o maior pico, onde émmlapresentou o maior UFC’s
bacteriana. Ressaltando a importancia do carbore g&iorremediacdo, conforme descrito
por Siqueira e colaboradores (1994) como nutrilemiéante ao crescimento microbiano.

Figura 34 - Valores de carbono orgénico total (COT) nas amhéd de simulag&o nos tempos 0, 8, 15, 30, 45, 60,
75 e 90 dias de experimento
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Fonte: Autor, 2016.
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5.3.2 Monitoramento microbiolégico

Na Figura 35, nota se o numero de células viawaitenanas, onde obteve maior pico
de unidade formadora de colbnias no inicio do exparto. Em T15 houve redugédo brusca de
UFC’s provavelmente devido ao periodo de aclimatagds microrganismos, onde a
competicdo entre os microrganismos e toxicidade clm®mpostos do petrdleo tenham
influéncia na diminuicdo da biomassa bacterianguS#o Scherr e colaboradores (2007) a
composicao quimica do substrato e a poluicdo pnobarbonetos exerce impacto sobre as
populacdes microbianas, levando a selecdo e aelpdat Posteriormente observou-se o
aumento de UFC’s em T60 para C, AN e BC e T75 jp&faEm seguida foi observada
reducdo das UFC’'s em T75, com excecdo da biorreg@dill sugerindo que a adicao de
folna de manguezal possa ter gerado efeito postiwodesemvolvimento das colonias
bacterianas. A partir dos ultimos valores de UR@ae-se que as bactérias mantiveram-se
ativas apos 90 dias. O T45 do grafico foi adotadima zero visto que obteve-se valores
infinitos de UFC’s. O aparecimento desses valooste ser relacionado com a possibilidade
de contaminagdo através do manuseio inadequad@tbalonde isolamento por micro gota.

No inicio do experimento foi observado que a quaade de colénias fungica foi
inferior aos demais tempos amostrais (Figura 3@s &mostras controle e biorremediacao |
foi observado aumento da taxa de UFC’s apos 8 de&sexperimento. Levando em
consideracao que os fungos levam em média 8 drasspadesenvolver, provavelmente esse
foi o periodo onde houve o pico de cresimento dgm< e pode esta relacionado com a
concentracdo de compostos menos recalcitranteenpess em grande quantidade no
sedimento, corroborando com os IB1 e FB2, os gobisveram menor valor em T8. Em
seguida observou-se decréscimo das populacbes Bmsilifostamente devido a. deplecdo
dos nutrientes inorganicos disponiveis resultardes consumo de fontes de carbono
(CHAGAS-SPINELLI, 2007). A partir de 45 dias elevse a biomassa fungica nas amostras
de atenuacédo natural e biorremediacéo Il. Ao filmaéxperimento notou-se que o numero de
células viaveis foi maior que em TO. A biorremed@dl, tanto para fungos quanto para
bactérias obtiveram os maiores picos em 90 diassuptindo que a adi¢cdo de folha de
manguezal tenha sido vantajosa no desenvolvimentnbos 0s microrganismos. Apesar de
TO a T90 ter reduzido o numero de células vidvessas ainda permaneceram ativas até o

final do experimento.
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Figura 35 - Unidade formadora de coldnia de bactérias obéine O, 8, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de
experimento
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Fonte: Autor, 2016.

Figura 36 - Unidade formadora de colénia de fungos obtideDe8) 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de experimento
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Fonte: Autor, 2016.

5.3.3 Monitoramento geoquimico

Através da analise de hidrocarbonetos totais dmlpet por cromatografia gasosa é
possivel observar as alteracbes composicionai®cpreem com os diferentes compostos do
petroleo. A Figura 37 corresponde aos perfis crograficos dos hidrocarbonetos totais do
petroleo das amostras de sedimentos das unidadgmdiacdo controle, atenuagdo natural,
biorremediacéo | e biorremediacéo Il no tempo 0680e 90 dias de experimento. O perfil de
hidrocarbonetos de origem biogénica encontradoeamento de manguezal é relativo a
Figura 37a, visto que o sedimento controle cornredp@ uma amostra livre de contaminagao
por hidrocarbonetos do petréleo, como discutidoaerinas pesquisas de Moreira (2011) e
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Lima (2014). Através da altura dos picos dos petfipossivel observar a reducdo dos
hidrocarbonetos leves (a&a nG7) em relagéo ao tempo 0 ao tempo 90 dias nas esdiel
simulacao.

O biorreator é um sistema fechado e pode reduaitreerabilidade da amostra de 6leo
ao intemperismo fisico e quimico quando comparadmnasistema diretamente exposto a
evaporagcao, chuva e grande variacdo de temperdiigste sentido, a diminuicdo dos
compostos de baixo massa molecular pode estariagaoa presenca de microrganismos,
visto que podem afetar significativamente a congdmsimolecular e as propriedades fisicas
do petréleo bruto, e em razdo dos compostos satsisEiem 0S mais suscetiveis a processos
intempéricos (CRUZ; MARSAIOLLI, 2012; SOUZA, TRUIGS) 2006).

Por outro lado, os compostos mais pesados naoeapaes 0 mesmo comportamento.
Nota-se que os n-alcanos de cadeias longag QG apresentaram uma leve diminuicao.
Supde se que esta pequena reducao foi em virtutsrgm experimental ser insuficiente para
observar grandes mudancgas, levando-se em consideaagrande estabilidade quimica destes
compostos. A permanéncia dos compostos de elevadaammolecular foi observada em
todos os perfis cromatograficos, isso se deve @oda que resinas e os asfaltenos possuem
propriedades similares, sendo ambos consideradgaupss mais estaveis aos processos de
evaporacao e biodegradacdo (CRUZ; MARSAIOLI, 20Mgdiantes essas observacoes,
nota-se que as diferentes classes de hidrocarlsoaptesentam condi¢des de biodegradacao
distinta e os compostos NSO sdo metabolizadosrdefmais lenta.

Na Figura 37 ainda foi possivel observar que eosrdratamentos experimentais a
atenuacgao natural (AN) foi a que apresentou mebsuitado de degradacdo. No experimento
AN houve uma reducéo de 71,77% dos hidrocarborietas do petroleo, enquanto BC foi
de 45,14% e BF de 7,3% de degradacdo em 90 di&s.a€sntecimento foi oposto ao
experimento de Li e colaboradores (2009), o qubtaitam consércios microbianos formado
por cinco fungos e trés bactérias autdctones de sohtaminado por petroderivados e
obtiveram taxa de degradacdo de hidrocarbonetosrngaiando adicionados consorcios
microbianos, visto que resultou em 40,7% para m@atacdo e 35% para atenuacao natural
durante a incubacéao por 64 dias.

Comparando os tratamentos BC e BF observa-se ttatamento com fibra de coco a
média do HTP foi de 5265,4 mg Kg em TO e foi pa88&9 mg Kg em T90, mostrando-se
mais eficiente do que o tratamento que utilizobhdale manguezal, onde a média de HTP foi
de 3337,5 mg Kg para 3093,9 mg Kg. Isto pode dstdado a funcéo absortiva da fibra de

coco, 0 que possivelmente facilitou o acesso dasonganismos ao 6leo (LIMA, 2014). Ja a
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liberacdo dos nutrientes por meio das capsulas fadha de manguezal supostamente
proporcionou proliferacdo e competicdo entre osramganismos prejudicando a taxa de

biodegradacéo.O sedimento controle também sofrelifice;6es em 90 dias de experimento.

Esse fato pode ser justificado pela presenca derganismos no sedimento, 0s quais podem
ter consumido a matéria organica do solo e conseguente levou a alteracdo do perfil

cromatografico.

A razao entre pristano e fitano pode ser utilizeoilmo parametro indicativo de origem
e degradacdo, uma vez que valores > 1 sdo indisatle origem biogénica e valores <1
sugerem contribuicdo petrogénica, entretanto oygtewmamétros como a relacao Pristano/n-
C,7, Fitano/n-Gg e HTP/UCM podem ser utilizados em paralelo pardigoar a degradacao
(STEINHAUER; BOEHM, 1992).

A relacédo Pristano/Fitano na Figura 38 apresergdugéo ao longo do experimento
nos trés tratamento. A alteracdo da relacdo P/E pednotada através da mudanca na média
da concentragdo do pristano e fitano indicandoayéleo da Bacia do Reconcavo Baiano foi
degradado. Os valores de P/F na AN foram de 34428 TO para 9,9/8,6 no T90, na BC
foram de 26,4/18,4 para 14,3/12,2, na BF foram @é/29,1 para 16,5/14,3. A média dos
valores nos trés tratamentos de biorremediagdoranqae houve preferéncia de degradacao
pelo pristano. Uma vez comparadas as unidadesndglagido € perceptivel através das
concentracgdes iniciais e finais dos isoprendides guatenuacdo natural. se destacou das
demais visto que apresentou maior degrabilidade. Hrf da unidade BF a relacéo
Pristano/Fitano aumentou, provavelmente devido ébigudos compostos aromaticos e/ ou
dos compostos NSO gerando novos compostos comosas&durados, aromaticos, ciclicos,
aciclicos e fendis, moléculas as quais sdo memoneais faceis de serem degradadas (CRUZ;
MARSAIOLI, 2012).
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Figura 37 — Cromatogramas dos hidrocarbonetos totais dolpetdG a nGg) dos extratos das unidades de simulag@o no ten@ 60 €90 dias de experimento
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Figura 38 - Razdo Pristano/Fitano nas unidades de simulagédempos 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 e 90
dias de experimento
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Fonte: Autor, 2016.

O pristano e o fitano sdo considerados recalcgsatbiodegradacdo uma vez
gue alcanos de cadeia ramificada tendem a apreskgeadabilidade inferior, quando
comparados aos n-alcanos (PEREIRA; GOMES; SORIAR@Y), resultando num
aumento significativo das proporcdes de PristarGf;ne Fitano/ n-Gg nas amostras
(WANG et al.,, 2013). Dessa maneira as relagbesCpP/ne F/n-Gg tém sido
amplamente utilizadas como indices de biodegraddCA0ERTON et al, 1981;
KENNICUTT, 1988; DIDYK; SIMONEIT, 1989; BARAKAT eal., 2001).

Na Figura 39 podemos observar que entre o TO edaT®ncentracdo da razéo
P/nG; aumentou em todas as unidades de simulacdo. Naagfen natural houve um
aumento significativo da razdo Pristanojp@m 90 dias de experimento, ja a
biorremediacéo | teve seu pico em 15 dias de exgeto. Essas mudancas na relacao
isoprenoide/n-alcano confirmara ocorréncia do psaale biodegradacdo. O aumento
da razdo pode ser justificado através da inclinalg microrganismos presentes no
sedimento em consumir gCe conservar pristano, jA que hidrocarbonetos n&o
ramificados séo mais faceis de serem biodegradados.

Assim como na razao P/pa razdo F/ngg aumentou ao longo do experimento
em todas as unidades de simulacdo. Portanto adoelagmprova que ocorreu
degradagcdo em 3 meses de experimento (Figura 4dp&ando o TO com o T90
verificou-se que o aumento da razdo Fitangdm&@ maior na unidade de simulagao AN.

O acréscimo da razao retrata que houve preferpplianGg ao invés do Fitano.
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Figura 39 - Razao Pristano/ngnas unidades de simulacdo nos tempos 0, 8, 185380, 75 e 90 dias
de experimento
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Fonte: Autor, 2016.

Figura 40 - Raz&o Fitano/nfg nas unidades de simulacdo nos tempos 0, 8, 185360, 75 e 90 dias de
experimento
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Fonte: Autor, 2016.

Ao observar a Figura 41 verifica-se que a razao /HTRI obteve valores
similares ao longo do experimento. O tratamentoafpiesentou concentragdo inicial de
HTP e de UCM de 6894,8 e 4369,1 respectivamentmeeatracéo final de 1946,4 e
1283,0, ja o BC foi de 5265,4 e 3376,6 para 2888]874,4, o tratamento BF obteve
3337,5 e 1897,6 para 3093,9 e 1888,1 evidenciandoagconcentracdo de ambos os
parametros sofreu alteracdo ao longo de 90 diameéns os tratamentos. Deste modo a
diferenca entre as concentragdes iniciais e fihassparametros sdo representadas como
AN>BC>BF.
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Levando em consideracdo que o0s hidrocarbonetos nheves séo
preferencialmente removidos durante a biodegradiagéal, espera-se o aparecimento
de unressolved complex mistuf@CM) e consequentemente a reducao da razao
HTP/UCM. Todavia compostos contendo enxofre, né@rog e oxigénio também
podem ser biodegradados, (CRUZ; MARSAIOLI, 20133torque sao macronutrientes
essenciais para o desenvolvimento dos microrgasisi@ocomportamento da razao
pode ser justificada pelo fato de que os diferemesrorganismos presentes no
sedimento possam ter capacidade de quebrar tantaolEzulas de hidrocarbonetos
leves quanto dos compostos NSO e consequentememitigoair na similaridade da

razao ao longo do tempo experimental.

Figura 41 - Razdo HTP/UCM nas unidades de simulacdo nos te@p8, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de
experimento
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Fonte: Autor, 2016.

Os indices IB1 (indice de biodegradacédo) e FB2e (fies biodegradacéo) séo
comumente utilizados para avaliar intemperismo dwdpeo conforme sugerido por
Barakat e colaboradores (2001) e Reyes (2015).rBespdo o intemperismo fisico e
guimico por ser relativamente menor ao biolégicosistema de biorreator, pode-se
avaliar a biodegradacéo. A relagcdo par-impar emtr@canos leves e pesados
representados na Figura 42 e 43 demostra procesbmdegradacao. Cujo os valores
diminuiram ao longo do tempo em todas as unidaflegos os indices agiram de
forma similar, retificando a preferéncia dos comp®sanais leves principalmente no
periodo inicial de exposi¢cdo ao petréleo (T8). Artdmediacdo Il (BF) apresentou a

maior diferencga entre os tratamentos em ambosdosem
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Figura 42 - indice de biodegradag&onas unidades de simulaggiteempos 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 e 90
dias de experimento
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Fonte: Autor, 2016.

Figura 43 - Fase de biodegradacédo nas unidades de simulasd®mpos 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 e 90
dias de experimento
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Fonte: Autor, 2016.

5.3.4 Integracéo dos dados

A integracdo dos dados obtidos com o monitoramemds parametros
fisioquimicos, geoquimicos e microbioldgicos utifirlo a andlise de componentes
principais (ACP) podem ser explicados por 55,73éariancia entre dois fatores. A
primeira componente é responsavel por explicar13%3da variancia e a segunda
componente é responsavel por explicar 24,42 % dabilddade dos dados (Figura 44a
e 44b). No grafico de pesos PC1 a maioria daswaisidendem a se localizar a direita
do diagrama, mostrando que estdo correlacionadsifvamente, exceto o COT e a
salinidade (Figura 44a). Analogamente pH, Eh, teatpea, fungo, P/F, P/ng FInGs
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e HTP/UCM estao correlacionados positivamente esitre negativamente com as
variaveis bactéria, P, salinidade, O.D e COT pegag variaveis tendem a se localizar
na parte inferior, enquanto que a maioria tenaealizar-se na parte superior.

A Figura 44b mostra o grafico dos escores nas paagiras componentes. Na
primeira componente (31,31% da informacao) podenolservados dois grupos. No
grupo 1 nota-se que os tempos 45, 60, 75 e 90 estéalacionados positivamente entre
si, com excegdo da unidade de simulagéo contrelgesEtempos foram influenciados
principalmente pela temperatura e pelo Eh, ou sp@ando um aumenta o outro
aumenta também. No grupo 2 estdo os tempos 0, B €erido influenciados pela

mudanca dos valores de COT, P, O.D e salinidade.

Figura 44 - Analise dos componentes principais dos parametigico-quimicos monitorados nas
unidades de simulacéo nos tempos 0, 8, 15, 30,5 e 90 dias de experimento
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Fonte: Autor, 2016.

Na Figura 45 encontra-se o perfil de n-alcano®prénoides para o petroleo da
Bacia do Reconcavo Baiano durante 0O, 8, 15, 306d@575 e 90 dias de experimento.
Este exibe elevada deplecédo para os compostosaramos. Os alcanos GG, NG,
NCi1, NGz, NGg, NGs7, NGsg, NG9 € NG Mostraram concentragdes abaixo do limite de
quantificacdo (LDQ) ao longo do experimento. O ris e o Fitano exibiram reducéo

da sua concentracéo de 0 a 90 dias indicando degiadlo Oleo.



Figura 45 - Perfil de n-alcanos e isoprenoides para o pEirdh Bacia do Reconcavo Baiano durante 0, 8,0,5153 60, 75 e 90 dias de experimento
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A biodegradacdo do Pristano e do Fitano ocorre atareza, se mostrando
apenas lenta quando comparada a taxa de consualcades lineares que apresentam
tempos de retencdo em colunas cromatogréficas lsenmtes (n¢; e nGg). Estudos
relatam que sua mineralizacdo por espécieBmwibacterium Corynebacteriume
Rhodococcupode ocorrer po ou m-oxidagédo desde que o carbghesteja disponivel
para o ataque (PEREIRA; GOMES; SORIANO, 2009).

Na Figura 46 estdo plotados os dados da unidadsindelacdo atenuacéo
natural. As concentracbes de COT e fésforo obtimernsesposta inversamente
proporcional em 45 dias de experimento. Neste deritaxa de fosforo apresentou o
maior pico em T45 e os valores de COT decairamud@ntidade de UFCs de fungos
manteve-se praticamente constante até T45, ontleuraumento. Provavelmente estes
estavam em processo de ajuste a mudancas em stai Habido derrame do petroleo
(aclimatizacdo). Em contrapartida, houve reduca@stadra da UFCs de bactérias em 15
dias de experimento. Possivelmente estes sejamsera$veis ao contaminante.

As razbes P/nG e F/InGg apresentaram resposta similar aumentando ao longo
de 90 dias. Assim sendo demonstra que houve degmadareferencial dos alcanos
lineares nG; e nGg. A razdo HTP/UCM néo obteve diferenca significativi a razdo
P/F apresentou maior redu¢do em T15 e posterioeatam

A relacdo P/ng e F/InGgfoi uniforme ao longo do experimento, indicando que
houve preferéncia dos microrganismos na minerd@zalps compostos mais leves. O
aumento da razdo HTP/UCM ocorreu em T45. Provavekneos primeiros 30 dias de
experimento 0os microrganismos quebram as moléddasarbono gerando compostos
mais leves e consequentemente houve o aumentaé@aHaP/UCM em T45. O indice
de biodegradacédo Il corrobora com a afirmacédo iantevisto que a razao entre n-
alcanos leve e pesados diminui em T30. Em seguitlaeta e mantem-se em
regressao, indicando a ocorréncia de degradacgoré47).

As razdes P/F e HTP/UCM diminuiu ao longo de 98 dsaigerindo a ocorréncia
do processo de biodegradacdo. Por outro lado, z®esaP/n¢; e F/InGg aumentou
sendo indicativo também de biodegradacdo. Com &% aldservou-se um aumento de
UFCs e diminuicdo dos teores de fosforo. O cresaiondos microrganismos ao final
do experimento supde que ao processo de degrages®a dar continuidade. Os
indices B1 diminuiu e B2 aumentou ao longo do erpamnto. Este episddio esteve em

concordancia com o processo de biodegradacao &~@)r



Figura 46 - Andlise dos parametros biogeoquimicos monitau®m unidade de simulacéo atenuacéo
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Fonte: Autor, 2016.

Figura 47 - Andlise dos parametros biogeoquimicos monitoradas unidade de simulagéo

biorremediacéo | nos tempos 0, 8, 15, 30, 45, @& 90 dias de experimento
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Figura 48 - Analise dos parametros biogeoquimicos monitsad@m unidade de simulagdo
biorremediacéo Il nos tempos 0, 8, 15, 30, 45760 90 dias de experimento
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Fonte: Autor, 2016.
54 CONSIDERA(;OES FINAIS

A partir da visualizacdo dos cromatogramas foi pes®bservar que o petréleo
da Bacia do Recbncavo Baiano sofreu modificacoesloago de 90 dias de
experimento. Apresentou reducdo desde os alcanas lewvees até uma fracdo dos
hidrocarbonetos mais pesados. A relacdo dos pa@snegeoquimicos: P/F,
Pristano/nG;, Fitano/nGgs, HTP/UCM, IB1, IB2 e FB comprovaram a biodegradaca
do oleo.

Em geral os resultados apontam que ambos os cas&do capazes de degradar os
HTP do 6leo da Bacia do Recdncavo Baiano. Entretamitenuagéo natural apresentou
maior degrabilidade de HTP representada por 71 &7§aanto que a biorremediacao |

e Il foram responsaveis por 45,14% e 7,3% respmuinte. Provavelmente a adicdo de
microrganismos e nutrientes ao sistema estudadeages aumentado a competicao e
consequentemente alterado o processo de degradassiln sendo, fica evidente a

necessidade de ajustes na concentragdo dos meamaoprpmover sua aplicabilidade

em processo de biorremediacdo de manguezais cowtansi por Oleo.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos durante o expdonaenbiorremediacdo em
sedimento de manguezal contaminado com 6leo da BacRecéncavo Baiano através
da bioestimulacdo e bioaumentacdo de microrganisabdctones, chegaram-se as
seguintes conclusdes.

O processo de biorremediacdo demonstrou ser akctlagradando 71,77% dos
HTP no tratamento de atenuag&o natural, 45,14% iovaetmediacéo | e 7,3% na
biorremediacédo Il. Apesar de néo ter alcancado ¢cémintal do petrdleo a aplicagédo da
mesma em manguezais contaminados pode ser favaréslediacao.

Os testes de oxidacao utilizando o indicador re@XPIP mostraram a
potencialidade metabdlica dos microrganismos enmadieg hidrocarbonetos por meio
da descoloracdo do indicador, reafirmando a eficdoi método. O método permitiu
selecionar diferentes microrganismos com prefegémlistinta quanto oxidacdo da
fracdo do petréleo e quanto o periodo de oxidagie rapido.

Por meio do teste de antagonismo foi possivel shsgue 12 cepas bacterianas
e 26 cepas fungicas podem viver de forma harmdémieando submetidas a tesias
vitro. Através das etapas metodoldgicas foi possivel anamin consoércio contendo
fibora de coco em pdé e outro com folhas de mangsezanbos com 38 cepas de
microrganismos de diferentes espécies e génerosle@ais apresentaram eficiéncia
distinta, entretanto mostraram-se promissores [moaremediacdo em manguezal
contaminado.

Os cromatogramas mostraram que petroleo da Baci&eatdncavo Baiano
sofreu modificagcdes desde os hidrocarbonetos neamsslaos mais pesados em um
periodo de 90 dias. O resultado das relacdes estrisoprenoides utilizados como
biomarcadores, o pristano e fitano e 0s n-alcala$ & nGg demonstram que ocorreu
degradacéo biologica em todos os tratamentos, assim acomprovando a eficacia da
acao microbiana no experimento.

O comportamento das concentragdes de HTP ao lan@0 dias demonstraram
a capacidade dos microrganismos em degradar @ssddicontaminante sendo que a
eficiéncia dos tratamentos em escala laboratoreduisam a seguinte ordem
AN<BC<BF. A maior taxa de remocéo de HTP atravéatdauacdo natural evidencia a

necessidade de entendimento da interacdo entrécosrganismos e o0 meio abiotico
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sendo necessario aprofundar os estudos em relagditerantes concentracdes do
consorcio e dos nutrientes utilizados neste exseriom

A juncdo das técnicas de bioaumento e bioestimuldeq favorecer a
degradacédo e reduzir o tempo de tratamento deseesejam utilizados da forma
correta. Sugere-se estudos mais detalhados en@getacombinacdo das técnicas de
bioaumento e bioestimulo, além de avaliar posgigeh¢do de co-produtos toxicos ao
ecossistema manguezal na aplicacdo das capsuteseSsario realizar a identificacéo
molecular dos microrganismos que compuseram O cOps@ isolar as enzimas
responsaveis pela degradacdo de hidrocarbonetogimade obter melhores
interpretacdes a respeito do processo de biodegiada
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APENDICE 1

Quadro 11— Médias dos parametros monitorados nas unidagssmlilacdo C, AN, BC e BF nos tempos 0, 8, 1543060, 75 e 90 dias de experimento

Parametros Ow Co Cw Cus Ciao Cus Ciso Cus Cuo ANy AN ANus ANz ANus ANgo | ANgs | ANwo BCo BCew BCus | BCuo | BCus BCiso BCus | BCuwo BFy BFs BFus BFuao BFus BFiso BFus BFuo
nCeg(mg Kg'®) 4658,6 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0 09 0,0 0, 0,9 o4 0, 0, oo d0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,9 0 0, olo olo q
nCoe(mg Kg) 5997,1 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0.9 0,0 0, 0, 0, 0| 0, ofo q0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0, 0, 0, ojo olo I
nCyo(mg Kg™) 6689,9 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0 09 0,0 1, 0,9 od o, 0, oo qo 01 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 02 0,0 0,9 0 X olo olo q
nCyy(mg Kg') 7347,0 0,1 0,7 08 0,0 0,0 0,1 0.9 0,2 1.4 0,2] 0, 0, 0, of1 q0 02 1,0 0,0 0,2 0,0 0,1 0,1 02 0,2 1,6 0,0 0.§ 0, 0, oy o1 !
nCio(mg Kg™) 7027,9 03 56 7,6 08 3252 0,6] 0, 0,4 2, 14 o, 25 2341 4 4 11 0,7 3,0 0,6 24 11 13 2,9 18 0,9 3.4 0 4, 10p 28 18 6 0,4
nCyz (mg Kg'h) 8093,8 16 37,9 41,1 42 1430,4 2,4 0, 2, 12[8 8, 8, 135 0698] 116 7.2 5.8 14,1 6.4 10,6| 12, 14, 16, 10[7 afr 1900 8l 971 662 15,6 11,1 8,2 3,7
nCra(mg Kg™) 7604,2 3,6 74,5 68,9 5,0 1258,7 3,0 0, 2 506 22f8 167 38,01296,8 20,3 16,5 11,1 52,2 18,7 27, 56, 43l5 4o0ja 249 181 86 6| 184 50,1 1194 298 24,7] 25, 11,
nCys(mg Kg'¥) 7469,3 2,9 82,2 70,6 31 685,1 2,2 0, 1, 8044 5244 201 a$,8 3455 259 20,7 14,8 82,1 80,7 63, 86, 615 s4p 313 21,3 831 406 84,1 1357 36,1 33,9 36,4 23,
nCys(mg Kg') 7598,8 11 52,7 46,5 13 160,4 1,2 0, 1, 882 965 480 6].2 4112 28,0 24,2 18,1 73,1 145,2] 84, 98, 66l6 63l6 318 282 219 923 95,7 1537 39,6 37,6) 42, 32,
nCy7(mg Kg™) 7543,8 04 223 24,0 0,6 03 0,7, 0, 04 88,8 1387 994 63,6 8413| 289 24,2 19,7 64,4 184,2] 88, 93, 69 68)6 348 3p1 2 7] 1368 81,8 1439 40,6 39,5 44, 39,
nCia(mg Kg') 6961,9 0,2 7.0 9,6 05 0,1 0,3 0.9 0,4 83, 141f7 1247 642 7931 283 225 19,8 57,4 1755 81, 85, 67,3 68,0 390 329 16§ 1499 66,5 141,4 40,5 39,5| 24,4 40,
nCie(mg Kg™) 7935,0 0,2 25 44 04 0,1 0,2 0,1 13 99, 160J7 1443 793 4253 326 273 24,7 58,2 187,1] 99, 92, 748 78, 346 280 7 6%, 168,7 69,8 162,9 24,2 45,0 51,3 48,
nCpo(mg Kg'¥) 77733 0,2 0,6 15 03 0,0 0,1 0,3 14 92, 1522 1534 6f8 2549 289 24,1 233 59,5 1763 914 86, 738 72,8 442 3¢2 850 1842 65,7 158,3 438 41,6 43,7 48,
nCspy(mg Kg™) 7458,3 0,2 0,1 08 03 0,0 0,2 0,1 0,4 89| 155)9 1540 694 8837 297 24,1 22,6 59,7 1655 91, 80, 73p 756 a8 318 144, 1790 62,7 150,1 44,9 45,1 48,1 48,
nCpp(mg Kg'¥) 7501,7 0,2 0,7 09 04 0,1 0,2 0,3 15 84, 147 1440 643 4134 281 22,8 20,8 58,0 147,§ 88, 77, 70 710 4o 3¢0 2 3{, 1704 62,0 140,9 41,3 42,9 46,4 46,
NnCp: (Mg Kg™t) 8669,3 0,6 0,6 0,6 0,6 198,0 0,6| 04 11 920 1607 1642 72,8 503,1 31,1 24,9 22,7 64,9 154.4 98, 84, 763 80[5 413 4p6 42 3| 1863 66,9 159,7 47,9 49,2 53, 52,
nCapa(mg Kg'®) 8796,1 03 04 04 06 163,0 0,4 04 0,7 818 1388 1515 69,1 6137 28,1 24,9 21,5 57,4 1369 88, 78, 736 722 44,0 3p0 7,0 2| 1703 62,2 151,9 44,9 43,9 51, 49,
nCyps(mg Kg') 97135 2,2 16 14 1,7 576,0 1,7, 1, 17 9341 1643 1843 79,8 034,92 34,9 32,0 27,9 67,5 1563 1078 92p 886 864 54,2 4p,0 30,6 202,5 70,9 192,8 55,2 55,1 68, 61,
nCaps(mg Kg™) 8487,8 04 1,0 05 1,0 266,8 0,8] 0 04 788 136[0 1637 66,9 7951 30,9 28,6 25,6 56,8 1284 89, 791 76]7 743 532 4p1 46 2| 1726 60,9 166,9 49,0 47,7 62, 53,
nCyps(mg Kg'¥) 8506,0 1,9 17 13 18 596,8 1,7, 1, 2, 86,6 1447 1744 725 2292 35,8 31,4 29,6 61,4 137, 96, 87, 85l5 83f5 6d.1 4pa 83 2| 1871 63,4 188,2 55,2 53,8 72, 61,
NnCaps(mg Kg™) 72652 08 12 08 14 373,9 11 1, 04 74 1257 1518 62,2 7856 30,7 26,5 26,5 51,4 1174 82, 72, 73J0 690 517 4l4 38 2| 1641 59,7 153,2 46,8 48,1 39, 52,
NnCype(mg Kg'¥) 6528,6 32 34 3,6 35 948,1 3,0 & 2,4 774 1415 1741 66,2 916,2 314 255 27,2 53,9 1383 96, 72, 72[0 67)o sd.8 4)7 58 2| 1991 63,5 158,6 48,0 47,2 62, 53,
NnCsc (mg Kg™) 4750,7 0,6 11 07 11 2485 1,0 0, 04 56,8 90| 1141 432 32852 226 18,2 20,0 39,1 91,0 62, 49, 510 468 391 302 51§, 1326 41,7 106,0 35,2 33,4 45,3 37,
nCs; (mg Kg-1) 43290 11 1,9 1,9 2,1 505,1 15 14 1,1 540 95, 1235 439 57,31| 207 16,0 18,4 38,1 97,7 67, 45, 47p 419 317 210 019, 1455 44,9 100,8 31,4 31,6| 40, 33,
nCsz(mg Kg-1) 3091,6 0,7 16 g 2,3 286,3 1,4 14 13 a4.r 96, 1213 43,1 8585| 159 13,0 14,8 &l 100,2] 69, 35, 37 30,8 246 21,1 9 1%, 152,7 46,4 77,5 23,9 24,2) 30,9 25,
NnCss(mg Kg-1) 27138 0,3 23 2,5 1,9 3138 0,3 0 04 456 92, 1197 3$8 7,260 144 11,0 13,3 324 98,0 69,4 28, 31, 26,f 2016 14,7 1.1 147,6 44,9 58,1 21,6 21,7] 26,3 21,
nCss(mg Kg-1) 21236 0,7 2,0 2,9 3,5 670,1 18 i 24 49| 69| 88[3 342 257 13,0 9,7 12,8 36,1 74,1 52, 36, 27, 22, 18)3 14,8 19 00911 329 76,1 19,4 20,4 21,8 18,4
nCss (mg Kg'™) 1826,7 0,1 17 2,5 18 262,6 0,7, 1, 0,4 50,8 118[9 1419 456 7533 | 127 9,1 10,1 40,0 1285 92, 28, 25p 20,1 145 14,6 01§, 1898 57,7 47,6 18,1 19,5) 21,4 15,
nCas(mg Kg'®) 13131 0,1 0,0 0,0 02 0,1 0,1 0.2 0,2 37, 86, 113)8 436 1274, 80 52 7.2 31,2 96,3 69,8 18, 20, 12, 118 106 14)0 148,6 41,7 30,7 12,0 13,3 13,4 10,0|
nCsz(mg Kg™) 10754 0,0 0,0 0,0 02 0,1 0,2 0,2 0,0 36, 65, 95,1 344 1949 7.1 45 5,6 29,9 78,7 60,1 18,4) 16, 10, 10p 8, 16)4 1198 43F 258 113 11,8 12,1 7,9
nCas(mg Kg'¥) 891,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 09 0,0) 21, 29, 49, 216 1946 0 32 41 16,5 39,2 338 10,9| 13, 6,5 5, a, 9, 63p 158 81§, 7.0 6,7 7.4 4,9
NnCse(mg Kg™) 737,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 09 0,0) 30, 26, 54,0 149 08 2 4 00 3,2 304 39,1 35,6 143 83 6,1 5.4 4, 16, 576 1216 117 8,7 8,9 8,8 34
nCuao(mg Kg'®) 660,8 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0 09 0,0) 29, 14, 43 146 8, 48 00 0,0 29,2 30,0 33,8 14,3 10,4 24 49 0, 15, 290 0p 145 9 § 64 5,2 0,0
Pristano (mg Kg) 22356 03 138 12,5 02 0,1 0,3 0, 04 34§ 50, 33f5 247 452 113 11,4 9,9 26,4 71,1 33,7 36, 27, 28, 169 143 2de 644 372 49,9 15,7 16,5 18,0| 16,5
Fitano (mg Kg) 1571,0 03 45 a7 01 0,0 0,1 09 0,3 284 45, 396 214 4196 9,7 9.3 8,6 18,4 60,3 28,6 29,6 234 23, 14 122 19[1 536 424 483 13,4 14,1 157 14,3]
HTP 3254189 | 2537| 9829| 1067, 455, 96770 3350 3146 318@B894.8| 104183 12320 5654]8 108448 2228 19463 494652654 | 112892 82044 349738 45264 45446 30479 28p8,B37.8 | 13547,4] 59767 9177, 3125p  308)2 34777 30!
UCM 720426 | 1976 4499 5405 358, 744022 2682 2622 24606929 66675 | 82320 3698, 65787, 13947 128P6 12430 83716 71239 | 5540,3 31454 2624) 2700/ 189f2 18744  1897,6846,8 | 40062 5063,0 1905, 1876[3 21239 18§
Pristano/Fitano 14 0.9 32 2,9 0.8 08 0.9 03] 1,0] 1,2 11 0,9 1, 1,2 1P 12 12 14 1.2 1.2 12 11 12 1.2 12 16 0.9 1,6 11| 14 1p 1P 1]
Pristano/nCy7 03 1,0 0,6 05 01 0,1 0,1 0,2) 0,4 0,4 0,4 0,3] 0, 0,4 ol 0|5 95 04 04 0,4 03 04 04 0,4 0,4 0,4 04 0,4] 0,4 04 op o 0|
Fitano/nCg 0,2 15 0,7 05 01 0,1 0,1 0,3] 0,6 03] 0,3 0,3] 0, 0,3 op o4 g4 03 0,4 0,4 04 04 04 0,4 0,4 0,3 04 0,4] 0,3 0, op o 0|
HTP/UCM 45 13 2,2 2,0 13 13 12 1,2} 12 1,6 1,6 1,5 1, 1,7 3 1[5 15 16 16 15 14 1,7 17 16 1,6 1.8 1,6 1,5 1,7] 1.1 1 13 1]
1B1 0,9 2,6 38,8 45,2 21 22 18 0.2 1,0 0.5 0,2] 0,1 o, 04 o5 g5 3 0,6 03 04 0,6 04 04 04 0,3 15 0,2 0,7] LE| 0, oj ofa 9
1B2 08 1.2 0,1 01 13 13 14 89| 12 1, 1,4 1,9 0 1,3 1P 12 14 10 11 13 1,0 12 11 14 15 04 1,7 1,0 1, 0 1, 13 1]
FB 0.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0, 0, olo oo 0 0,0 0.0 0.0 0,0 0.0 0.0 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0 0,0 0, o} 0 0|
CcoT = 21 2,2 2,7 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 33 3,8 44 3, 2,5 2, 2h 204 13[ 43 3,0 32 3,0 28 2,7 2,7 2,8 3,5 2,6 2,7 2.4 2, 2f 2
Fésforo (mg K * 56,9 61,0 57,2 62,4 61,6 532 49, 58, 54, 57, 52 540 962 514 53,6 53,5 63,1 50,5 60,4 58, 57, 52, 528 5(,7 61 175 570 57,7 63,0 56,7 52,1 51,4
pH = 6,3 6,5 7.3 7.6 7.9 71 7.7 63 6,3 7.2 74 7.4 7.7 7, 7 36| 70 7.6 7.7 7.5 7.8 75 7.4 6.3 7.2 7.7 7,6} 7.9 7, 23 7
Temperatura (°C) * 244 215 21,3 212 21,3 263 25, 24, 24, 21, 218 200 221 261 257 24,5 24,4 21,0 21,1 21, 21, 26, 26]1 24,6 244 132 207 212 21,2 26,1 26,1 24,4
Eh (mV) = 61,0 [ -12.3 -49,7 -68,0 79,0 207  -79, -1, -61p -40p 45,0 -70,7 -70,3 -440| -660[ -45 -61,0) -27, 583 -730 376 553 710 56,0 -61,0 -35,0 -56,7 -69, -67) 587 07] -630
0.D (mg LY * 5.8 35 36 31 = 37 3,8 44 58 2,4 2,8 2,8 ” 0.8 1,0 2,1 5.8 81 2,6 2,8 - 14 13 17 58 14 2,3 24 - 0,7 0.8 1,2
Salinidade (%) = 12,9 12,6 11,6 15,0 156 140 14, 11, 12, 12, 11 196 014 116 103 11,3 129 12,0 133 14, 14, 11, 11f0 14.6 139 131 120 15,0 15,0 12,6 10,6] 134
Bactéria (UFC/mL®) * 62541,7] 506739 11055 2646, 50 1292 4245B,3 40790,0916,7| 355138 66,8 | 5555, 0 42| 450417 129583 7450014085 2772, 3074, 0| 1250| 244171 201250 4075p0 223D | 104 37026| 0 | 2938 00 | 25916]
Fungo (UFC/mL"®) 2 00 [ 121667 7033 66,7 3333 666, 0, 0, 0, 107¢,7 7640 0 00 33333| 6670, 16300[0 1000, 57333 366,7 olo 3¢6,7 70,03 2000,0f 2033 00 700,0] 760, 0,0 13647 op 33333 aa

* N&o se aplica, **N&o foi mensurado, *** Provavel contamiacéo, C = Controle, NA = Atenuacé&o natural, BC = Biorreradiagio/consoércio com fibra de coco, BF = Biorremediagéo/conséreiom folha de manguezaky = Tempo amostral

Fonte: Autor, 2016

=~ o O
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APENDICE 2

Quadro 12 - Valores dos n-alcanos (p@ nGg) da amostra de petréleo da Bacia do ReconcavanBaia
no tempo zero de experimento

CONCENTRACAO
n-ALCANOS L 9K b
n-Cg 4658,59 4658585 4,16
n-Co 5997,055 5997055 4,17
n-Cuo 6689,91 6689908 5,08
n-Cu 7347,03 7347027 5,32
n-C 7027,85 7027850 4,46
n-Cus 8093,82 8093816 4,07
n-Cu 7604,24 7604236 3,56
n-Cus 7469,31 7469306 2,57
n-Cus 7598,85 7598849 2,26
n-Cis 7543,78 7543783 2,34
n-Cus 6961,87 6961868 2,76
n-Cuo 7934,95 7934954 3,07
n-Czo 7773,33 7773328 3,43
n-Cx 7458,35 7458349 3,67
n-Cz 7501,73 7501732 3,74
n-Cas 8669,31 8669314 3,70
n-Cos 8796,07 8796072 3,53
n-Cas 9713,47 9713467 3,24
n-Cas 8487,83 8487833 2,95
n-Car 8505,99 8505993 2,71
n-Cas 7265,25 7265245 2,58
n-Cas 6528,65 6528646 2,65
n-Cso 4750,66 4750658 2,66
n-Ca 4329,02 4329017 3,55
n-Ca 3091,64 3091639 2,99
N-Cas 2713,83 2713826 2,65
N-Cas 212356 2123557 2,54
n-Cas 1826,70 1826698 2,96
n-Cas 1313,07 1313066 2,82
n-Cas 1075,43 1075429 3,30
n-Cas 891,39 891385,16 2,40
n-Cao 737,83 737830,27 3,81
n-Cuxo 660,75 660750,15 4,02
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Quadro 13 - Valores dos alcanos e parametros geoquimicoandastra de petroleo da Bacia do
Recbncavo Baiano no tempo zero de experimento

ALCANOS E CONCENTRACAO
PARAMETROS mg Kg Hng Kg ppb
PRISTANO 2235,63 2235626,00 2,29
FITANO 1570,96 1570961 2,90
HTP 325418,94 3254189,44 N.A.
UCM 72042,57 72042570,00 N.A.
PRISTANO/FITANO 1,423 1,423 N.A.
PRISTANO/n-C; 0,2964 0,2964 N.A.
FITANO/n-C 45 0,2257 0,2257 N.A.
HTP/UCM 4,517036869 4,517036869 N.A

* HTP: Hidrocarbonetos Totais do Petréleo,

nao Resolvidas

UCWlhresolved Complex Misturdisturas Complexas

Quadro 14 - Perfil cromatografico dos HTP (@ nGg)da amostra de 6leo da Bacia do Recéncavo

Baiano

Norm. ]

900
800
700
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500

400

300 E a

ncio

200

100+

bl ottt it Lw\ T

FID1 A, Front Signal (D:\1\DATA\200116\JAN16 2016-01-20 07-20-48\010-07.D)

nc13
ncia
nci1s
nC16
nci7
ncis
nc19
nc20
nc21
nc22

5 10

T T T T T
15 20 25 30 35 mis

TIPO DE AMOSTRA

Petréleo Bruto

DATA DO LAUDO

22/01/2016

TIPO DO PADRAO:

DRH-008S-R2Hydrocarbon Window Defining Standé85 Compounds. Lote
# B9030204

VALIDADE DO PADRAO:

17 de Setembro de 2023

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE 3

Quadro 15 - Cepas fungicas que compuseram o consorcio mamokmisto em meio BDA. (a) Imagem
real da frente da cepa fungica. (b) Imagem realedlso da placa. (c) Micrografia da cepa fungica x40

FUNGOS DEGRADADORES DO PETROLEO DA BACIA DO RECONCA VO BAIANO

CODIGO

R2

FRENTE (a) VERSO (b) MICROCULTIVO (c)
F it e o

R11

R16

R26

R28

R30
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FUNGOS DEGRADADORES DO PETROLEO DA BACIA DO RECONCA VO BAIANO

CODIGO | FRENTE (a) VERSO (b) | MICROCULTIVO (c)

Continuacao do Quadro 15

-/‘

#

R31

R33

S38

S39

S40

S41

545
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FUNGOS DEGRADADORES DO PETROLEO DA BACIA DO RECONCAVO BAIANO
CODIGO | FRENTE (a) VERSO (b) | MICROCULTIVO (c)
Continuacao Quadro 15

S52

S53

A79

A80

A83

A84

N82




FUNGOS DEGRADADORES DO PETROLEO DA BACIA DO RECONCAVO BAIANO
CODIGO | FRENTE (a) VERSO (b) | MICROCULTIVO (c)
Continuacao Quadro 15
&l
N89
N96
N101
N102

Fonte: *Modificado de Lima (2014).
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APENDICE 4

Quadro 16 - Cepas bacterianas que compuseram o consdérciobi@no misto em meio agar nutriente.
(@) Imagem real da frente das estrias bacteriafigs.Micrografia da cepa bacteriana x40. (c)
Caracteristica morfolégica da cepa bacteriana

BACTERIAS DEGRADADORAS DE PETROLEO
BACIA DO RECONCAVO BAIANO
CODIGQO MORFOLOGIA (c)
RA2 Bacilos
RB1 Cocos
RB4 Cocos
RC5 Cocobacilos
RC6 Bacilos
PD4 Bacilos
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BACTERIAS DEGRADADORAS DE PETROLEO
BACIA DO RECONCAVO BAIANO

CODIGQ ESTRIA (a) | GRAM (b) |

MORFOLOGIA (c)

Continuacdo do Quadro 16

PD5

PD6

PD7

PD8

OH1

OH4

Bacilos

Bacilos

Cocos

Bacilos

Cocos

Fonte: Autor, 2015.

Diplococos
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ANEXO 1
FPETRG UNIVERISADE FEDERAL DA BAHIA gus
INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
- /ﬁi\h f, NUCLEO DE ESTUDOS AMBIENTAIS
et LABORATORIO DE ESTUDOS DO PETROLEO :
" UFBA

ANALISE GRANULOMETRICA

Folha de papel

Amostra liofilizada =

1.5 g zmostra

peneirada 2 2 mm ‘

Peneirar em 300 pm para tube de enszio

Pesar amostra

que ficar ratida

S

,,—| | mL de H;0; concentrade

Detxar reagir

oom Emostra

Adicionar 1 mL de H.0-

até que nio haja reacio

.—| 10 mL de H:O destilada

Levar a0 bloco digestor 2 60 *C por = 5h ou 2t que

fique um pegquenc filme d’igua

20 ml de zelugio  de
\ Hexametafosfato d= sodio 2
0.1 mol™

Transferir para tubo

d= enzzio de 30 mL

Detxzr agitndo por 4h

Bezlizer leitura no anzliszdor de particulas
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ANEXO 2
SETR UNIVERISADE FEDERAL DA BAHIA gis
) INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
VO 5 NUCLEO DE ESTUDOS AMBIENTAIS AN
”*Wf’ LABORATORIO DE ESTUDOS DO PETROLEO

ANALISE DE FOSFORO INORGANICO EM SEDIMENTO

Tubo de ensalo
graduado de 30 mL

0.4g Amostra

. 10mL de HCl Imol L™

) Usarpipeta
Agitar por 16H em

mesa agtadora

Centnfugarpor 15 nm
em 3000 BPM

Betiraruma aliquota de

1 mL

D:Enisnlugﬁnécidadel—. +«— 10,00 mL de dzua deionizada

molibdato +tartarato
+—{ 0,2mLacidoascorbico25 mgL?!

Misturar e aguardar por 10
T Fazer a medida entre
10 e 30 min. NAO
ULTEAPASSAR 30
MIN.
Determmacio em
espectrofotdmetro
em 80 nm

EMBERAPA,2009.
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EFETRo UNIVERISADE FEDERAL DA BAHIA o e
A _INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
i’e. ng; NUCLEO DE ESTUDOS AMBIENTAIS A

S LABORATORIO DE ESTUDOS DO PETROLEO

Ok esTURO®

DESCARBONATACAO PARA ANALISE DE COTE N

Barca porosa numearada

Amostra linfilizada a | , 0,1z Amosira
granulomeatria dz 80 mas

testar pij

Adicionar HCL 1M, 1| mL por vez.

Agnardar cessar raagio,

opH atz 3.0

Adicionar Hy0 destilada quente a +- 80°C, | mL

Aruardar ascomar,

" 10 ml. HCl no max. avalimndn

10 mL H:0 no min. ——

Colocar em placa aquacedom a 60° Cpor+/- 5 min tastar cloratos

Aruardar ascomar,

ou at2 secagsm da amostra.

Colocar em astufa a 80° C por 2 horas.

Colocar no dissacador por 30 min.

Pasar a barca am balanga sami-analitica.

Colocar em estufa a 80° C por 2 horas.

Colocar no dissecador por 20 min.

ﬁ Até peso constants.

EPA NCE-C 12822002 Pasar | gam balanga semi-analitica.
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UNIVERISADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
NUCLEO DE ESTUDOS AMBIENTAIS

LABORATORIO DE ESTUDOS DO PETROLEO

EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO PARA ANALISE DE HTP

Amostra liofilizada e .

pensiradaa l mm

Cartucho de calulosa

10 g amostra

(rrampear cartucho & inserir dentro do extrator

Adicionar 130 mL de Diclorometano em balio da 230 mL

i"‘ Ligar condensador 30 min

antes do inicio da axtragio

Liear manta aquacadora no nival 3

Eaalizar extragio por 2 h

Obsarvar se o solvens
nio astd entrando am

zbuligio

Obsarvar total
transparancia do

solvents + amostra

Dasligar sistema, ssperar asfriar & desmontar

—]

Concantrar amostra no rotavapor

Transfarir para vail dz 1,5 mlL

Adicionar fios de cobre dento

do balio 2 esperar reagir
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ANEXO 5
UNIVERISADE FEDERAL DA BAHIA gEs
INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
NUCLEO DE ESTUDOS AMBIENTAIS LA
LABORATORIO DE ESTUDOS DO PETROLEO

CONTAGEM DE BACTERIAS EM SEDIMENTO

[ Solugdo salina ] Adicionar 900 pL 100ul  100ul  YuL
nos Epoendorfs \ ﬂﬂ ﬂ

4—[ Adicionar 25g de sedimento ]

homogeneizado

Agitar manualmente
ou no agitador

[ Agitar o Eppendorfs

Adicionar 0,2 mLno
Eppendorf de diluigdo

-1 depois fazer as B
sicessivas diliicBes Adicionar quatro gotas de 10uL

nas placas de Petri em cima do

rania Ada ~Anlbes

\ 4

Esperar secar
[ Contar as col6nias [ Incubar por 24 h ] +—
as gotas




ANEXO 6

107

UNIVERISADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
NUCLEO DE ESTUDOS AMBIENTAIS
LABORATORIO DE ESTUDOS DO PETROLEO

CONTAGEM DE FUNGOS EM SEDIMENTO

Erlenmeayer de 230
ml

93 ml d= apna deionizada - ..—| Adicionar {.93gds Nall

Auntoclavara

Pasar 6% gde Agar
Sabouraund + 100 mg de
Clorofanicol + 1L agua

121 *Cpor 15

..—| Adicionar 10 gde sedimanto
¥

Agitar

¥
Agpgitar
manualmants

|

Autoclavar 121
*Cpor 15 min

¥
Esperar asfriar

(45°0)

Wartar meio Sabouraund I—.

manualments

I

Ratirar 1,0 mL

Eatirar 1.0 mL do
sobrenadants

¥
Espalhar am placa
da Patri asteril

Heomogsneizar & asparar

Agar solidificar

!

Ineubara 30 *C por 7 dias

. Contar colonias




