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Quem disse que amor pode só existir dentro de uma relação entre humanos? 

A natureza faz parte do nosso amanhã e devemos preservá-la, amá-la e fazê-

la sentir, sim, que é um bem querido.  

Somos parte da terra e ela é parte de nós. As flores perfumosas são nossas 

irmãs; os gamos, os cavalos, a majestosa águia, todos são nossos irmãos.  

Os picos rochosos, a fragrância dos bosques, a energia vital do pônei e o 

homem, tudo pertence a uma só família.  

A límpida água que percorre os regatos e rios não é apenas água, mas o 

sangue de nossos ancestrais.  

A terra não pertence ao homem branco; o homem branco é que pertence à 

terra. Disso temos certeza. Todas as coisas estão relacionadas como o sangue 

que une uma família. Tudo está associado. O que fere a terra fere também os 

filhos da terra. O homem não tece a teia da vida; é antes um de seus fios. O 

que quer que faça a essa teia, faz a si próprio. 

Chefe Seattle (1986) 

 



   RESUMO 

 

Atualmente o derramamento de petróleo é a principal ameaça para os manguezais, 
uma vez que seus compostos são tóxicos e de difícil degradação. Nesse sentido, foi 
montado um experimento de biorremediação com sedimento do manguezal do rio São 
Paulo, Bahia – Brasil, frequentemente afetado pelo derramamento de óleo. Portanto, 
este trabalho buscou entender a capacidade dos microrganismos desta região em 
degradar o petróleo da bacia do Recôncavo. A elaboração do experimento se deu 
através de um planejamento fatorial, e contou com sete biorreatores ligados a bomba 
de vácuo, simulando o regime de maré a cada 6 horas. Os biorreatores contiveram 
400g de sedimento esterilizado, 4g de petróleo bruto e quantidades variáveis de 
consórcio encapsulado, visando simular o processo de biorremediação em 
manguezal. O gene alkB, descrito como degradador de n-alcano foi quantificado e 
comparado com o crescimento microbiano e a degradação da fração saturada do 
petróleo, durante três tempos do experimento (4 , 17  e 30 dias). Foram realizadas 
análises geoquímicas de nutrientes (carbono orgânico, nitrogênio e fósforo) e 
hidrocarbonetos totais do petróleo(HTP), análises microbiológicas (enumeração de 
fungos e bactérias) e análise molecular (amplificação do gene através da técnica de 
PCR em tempo real-qPCR). Os resultados mostraram que houve correlação positiva 
entre o número de cópias de alkB e a degradação do petróleo, e o planejamento 
fatorial apontou que o tempo exerce influência na quantidade de consórcio, durante o 
processo de biorremediação. 

 

Palavras – chaves: Gene, Biodegradação, n-alcanos, Biorremediação, Planejamento 
fatorial. 

 



ABSTRACT 

 

Currently, oil spills are the main threat to mangroves since their compounds are toxic 
and difficult to degrade. In this sense, a bioremediation experiment was set up with 
mangrove sediment from the São Paulo river, Bahia - Brazil, which is often affected by 
the oil spill. Therefore, this work sought to understand the capacity of microorganisms 
in this region to degrade oil in the Recôncavo basin. The design of the experiment took 
place through factorial planning, and included seven reactors connected to the vacuum 
pump, simulating the tidal regime every 6 hours. The reactors contained 400g of sterile 
sediment, 4g of crude oil and varying amounts of encapsulated consortium, in order to 
simulate the mangrove bioremediation process. The alkB gene, described as n-alkane 
degrader, was quantified, and compared with microbial growth and the HTP / UCM 
ratio during three times of the experiment (4 days, 17 days, and 30 days). Geochemical 
analyzes of nutrients (organic carbon, nitrogen, and phosphorus) and total oil 
hydrocarbons (HTP), microbiological analyzes (enumeration of fungi and bacteria) and 
molecular analysis (Amplification of the gene through the technique of Real-time PCR-
qPCR). The results showed that there was a positive correlation between the number 
of copies of alkB and the degradation of oil, and the factorial design pointed out that 
time influences the amount of intercropping, which showed greater degradation after 
the seventeenth day of the experiment. 

 

 

Keywords: Gene, Biodegradation, n-alkanes, Bioremediation, Factorial planning. 
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1 INTRODUÇÃO 

O petróleo é uma mistura complexa de hidrocarbonetos saturados, aromáticos, 

compostos polares e heteroátomos como o nitrogênio, enxofre e oxigênio (ZENELI et 

al., 2019). Este composto é classificado como um poluente prioritário e recalcitrante 

em decorrência de sua persistência no ambiente (VARJANI, 2017). Desta forma, 

quando ocorrem acidentes envolvendo o derramamento de petróleo em ambientes 

costeiros, impactos ambientais são gerados, principalmente para o manguezal, 

apontado como ecossistema litorâneo extremamente sensível ao óleo (QUEIROZ; 

CELINO 2008; ARAÚJO et al., 2020).  

A depender de sua concentração no sedimento, o poluente poderá acumular-

se ao longo da cadeia trófica, causando mutação genética e morte dos organismos, 

representando desta forma, uma ameaça atual e futura para os manguezais (SANTOS 

et al., 2018), entretanto, estudos antigos, realizados em 1940 nos Estados Unidos, 

sobre microbiologia do petróleo, já relatavam o crescimento de microrganismos na 

presença de hidrocarbonetos, utilizando-os como única fonte de carbono. O carbono 

é um elemento importante na formação do esqueleto estrutural dos seres vivos, 

compondo metade do peso seco de uma célula bacteriana e junto ao nitrogênio e o 

fósforo, promovem o crescimento dos microrganismos (HASSANSHAHIAN et al., 

2014; MADIGAN et al., 2016).  

Neste contexto, a biorremediação, consiste em uma técnica natural, que 

aproveita a habilidade dos microrganismos em degradar compostos tóxicos, podendo 

ser utilizada para limpeza de áreas contaminadas, contudo, sua eficiência depende 

da disponibilidade dos nutrientes, umidade adequada, pH, concentração de oxigênio 

e temperatura. A técnica pode ser realizada in situ ou ex situ, e possui duas 

abordagens principais: bioaumentação e bioestimulação, todas apresentam sucesso 

em locais contaminados por petróleo (HASSANSHAHIAN et al., 2015; 

TIRALERDPANICH et al., 2018; ZENELI et al., 2019). 

A bioaumentação consiste no aumento da comunidade microbiana, através da 

introdução de cepas. Esta estratégia é mais bem sucedida quando as cepas 

introduzidas são indígenas, pois já são bem-adaptadas ao local e a degradação pode 

ocorrer imediatamente após a introdução de microrganismos específicos. Já a 

bioestimulação refere-se a adição de nutrientes como N e P, essenciais para o 
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crescimento dos microrganismos, que necessitam de uma proporção de C: 120, N: 10 

e P: 1, para realizar suas atividades metabólicas (WU et al., 2016; ZENELI et al., 

2019). A biorremediação ainda pode ser acelerada e torna-se mais eficiente, através 

de estudos sobre biologia microbiana, diversidade e aprofundamento das técnicas 

moleculares (SANTOS et al., 2011). 

Já a bioestimulação refere-se a adição de nutrientes como N e P, essenciais 

para o crescimento dos microrganismos, que necessitam de uma proporção de C: 120, 

N: 10 e P: 1, para realizar suas atividades metabólicas (WU et al., 2016; ZENELI et 

al., 2019). A biorremediação ainda pode ser acelerada e torna-se mais eficiente, 

através de estudos sobre biologia microbiana, diversidade e aprofundamento das 

técnicas moleculares (SANTOS et al., 2011). 

Os genes degradadores de hidrocarbonetos trazem informações sobre a 

resposta da comunidade microbiana indígena ao óleo residual (SHAHI et al., 2016), 

portanto, sua quantificação a partir do metagenoma do ambiente contaminado é um 

passo importante na compreensão de muitos processos ecológicos, podendo ser 

utilizados como marcadores genéticos, no monitoramento de locais contaminados, e 

identificar microrganismos não cultiváveis (HASSANSHAHIAN et al., 2014; SOUZA et 

al., 2020).  

Os principais genes envolvidos na degradação de n-alcanos são relacionados 

a microrganismos mesofílicos (TOUROVA et al., 2018), cuja temperatura ótima é 

entorno de 20 e 45º C (MANAHAN, 2013). Atualmente acredita-se que o gene alkB, 

integrante do sistema enzimático funcional denominado enzimas monooxigenase e 

alcano hidroxilase, é envolvido na degradação de alcanos, uma vez que, codifica as 

enzimas que desempenham o primeiro passo no processo de degradação do alcano 

(GUERRA, 2018). 

Desse modo, o gene alkB é um importante marcador molecular para a 

identificação de microrganismos produtores destas enzimas, que através do controle 

genético atuam especificamente na degradação de cada tipo de composto (NNADI, 

2019). Experimentos de biorremediação controlado em laboratório, permite avaliar o 

processo e realizar melhorias necessárias para a aplicação na área.  

O planejamento fatorial, é uma ferramenta quimiométrica que pode contribuir 

positivamente para a otimização de experimentos de biorremediação, pois não 

necessita de programas estatísticos para avaliar os dados, estabelecem modelos 

matemáticos passíveis de interpretação e validação.  
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 À vista disso, o presente trabalho, buscou quantificar o gene alkB, através da 

técnica de PCR em tempo real quantitativa (qPCR) em experimento de 

biorremediação de sedimento de manguezal do rio São Paulo, BA. O experimento foi 

desenvolvido a partir de um planejamento fatorial 22 com o objetivo de identificar as 

melhores condições para a degradação do petróleo e contou com a adição de um 

consórcio microbiano indígeno, avaliado em proporções e tempos variados. Desta 

forma, a relevância deste trabalho consiste no aprofundamento da técnica de 

biorremediação a nível molecular, aliada a estatística, para obter informações que 

contribuam para o processo de biorremediação em sedimento de manguezal. 
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2 OBJETIVOS 

Os objetivos foram divididos em geral e específicos, conforme descrito a seguir. 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o processo de biorremediação utilizando consórcio microbiano em 

sedimento de manguezal contaminado com petróleo da bacia do Recôncavo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Otimizar experimento para tratamento de sedimento de manguezal com 

petróleo;  

• correlacionar o crescimento dos microrganismos com os parâmetros físicos, 

químicos, geoquímicos e molecular através do monitoramento de um sistema 

de biorreator;  

• determinar as variáveis significativas de um processo de biorremediação 

controlado, utilizando um planejamento fatorial; 

• detectar a presença do gene alkB e sua abundância em diferentes quantidades 

de consórcio microbiano ao longo do tempo, de experimento; 

• comparar o número de cópias dos genes alkB, com a degradação de n-alcanos 

durante o experimento. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

A primeira etapa deste trabalho, consistiu em um levantamento bibliográfico 

através de livros, teses e dissertações ligadas ao tema, foi realizada prospecção de 

artigos científicos, por meio do portal de periódico da CAPES utilizando as seguintes 

palavras chaves: planejamento fatorial, biorremediação, biodegradação, 

bactérias, fungos, petróleo, manguezal, gene alkB, gene 16s, microrganismos, 

consórcio. Em seguida, os artigos foram selecionados de acordo com o Qualis da 

revista, optando pelos níveis mais altos em geociências e dando preferência as 

publicações mais recentes. Além disso, professores e pesquisadores foram 

consultados, para o direcionamento das atividades e elaboração deste trabalho. 

Foi realizado trabalho de campo, no manguezal do rio São Paulo, localizado na 

cidade de Candeias, Bahia, Brasil. Onde foram coletadas amostras de sedimento de 

manguezal e água do rio, para montagem de um experimento visando simular o 

processo de biorremediação de sedimento de manguezal com petróleo. Após a coleta 

em campo, o experimento foi montado no Laboratório LEPETRO – Excelência em 

Geoquímica Petróleo, Energia e Meio Ambiente, do Instituto de Geociências (IGEO) 

da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Foi realizado o monitoramento do 

experimento durante 30 dias, a coleta ocorreu em três tempos. Após as análises, o 

tratamento dos dados obtidos e interpretação dos resultados foram realizados a partir 

da produção de gráficos e tabelas utilizando a estatística descritiva., os resultados são 

apresentados em dois artigos intitulados:   

- Efeito do tempo e densidade de microrganismos na biorremediação de 

sedimento de manguezal com petróleo 

- Gene Alkano Hydroxylase (alkB) em experimentos de biodegradação no 

sedimento de manguezal da Baia de Todos os Santos, Bahia –Brasil  

A metodologia desenvolvida nos trabalhos está descrita nos capítulos 

referentes a cada artigo.  
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4 EFEITO DO TEMPO E DENSIDADE DE MICRORGANIMOS NA 
BIORREMEDIAÇÃO DE SEDIMENTO DE MANGUEZAL DE COM PETRÓLEO 
 
 
RESUMO 

Os manguezais são ecossistemas sensíveis ao derramamento de petróleo, entretanto, 
são frequentemente afetados pelo óleo. O emprego da biorremediação nestes 
ambientes vem crescendo, necessitando desta forma de estudos de otimização do 
processo. Este trabalho teve por objetivos de avaliar o fator que exercem maior 
influência no processo de biorremediação; e correlacionar a variável tempo com a 
percentual de consórcio para a degradação do petróleo através do planejamento 
fatorial 22. Para isso foi montado um experimento para simulação de biorremediação 
em ambiente de manguezal, constituído de 7 biorreatores contendo sedimento 
autoclavado, petróleo e quantidades variadas de consórcio microbiano encapsulado 
com polímeros naturais. O número de biorreatores está associado com os fatores 
percentual de consórcio e tempo. A coleta do sedimento foi realizada com 4, 17  e 30 
dias, para análise de hidrocarbonetos do petróleo (HTP). A resposta deste processo 
foi obtida através da razão HTP/UCM. Os resultados, mostraram que o tempo exerce 
influência significativa no processo. O R2 para o modelo proposto foi de 0,934, 
explicando 93,4% dos dados do processo de biorremediação. 
 
Palavras chaves: Biodegradação, Petróleo, Planejamento estatístico, Consórcio 
microbiano. 
 
 
ABSTRACT 

Mangroves are ecosystems sensitive to oil spills, however, they are often affected by 
oil. The use of bioremediation in these environments has been growing, thus requiring 
studies to optimize the process. This study aimed to assess the factor that has the 
greatest influence on the bioremediation process; and correlate the time variable with 
the percentage of consortium for the degradation of oil through factorial planning 22. 
For this purpose, an experiment was carried out to simulate bioremediation in a 
mangrove environment, consisting of 7 bioreactors containing autoclaved sediment, 
oil, and varied amounts of consortium. microbial encapsulated with natural polymers. 
The number of bioreactors is associated with the percentage of pooling and time 
factors. The sediment collection was performed at 4, 17 and 30 days, for the analysis 
of petroleum hydrocarbons (HTP). The answer to this process was obtained using the 
HTP / UCM ratio. The results showed that time has a significant influence on the 
process. The R2 for the proposed model was 0.934, explaining 93.4% of the data from 
the bioremediation process. 
 
Keywords: Biodegradation, Oil, Statistical planning, Microbial consortium. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

Os manguezais são áreas de transição entre o ambiente marinho e terrestre, 

exercendo papel fundamental na regulação do clima, proteção da região costeira e 

reprodução de espécies da fauna marinha (QUEIROZ; CELINO, 2008). O 

derramamento de petróleo nesses ecossistemas gera significativos impactos para o 

meio ambiente e saúde humana, devido à presença de hidrocarbonetos totais do 

petróleo (HTP), com cadeias de 5 a 40 carbonos, considerados poluentes orgânicos 

persistentes (ZENELI et al., 2019).  

Além dos HTP, há também compostos tóxicos, como os hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPA), que contém anel benzênico, a exemplo (pireno, criseno, 

benzeno, antraceno), resistentes a degradação microbiana, persistem no ambiente e 

acumulam-se na cadeia alimentar (GAO et. al., 2019; KOSHLAF et. al., 2019; ZENELI 

et al., 2019). Atualmente, o aumento da contaminação destes compostos em 

sedimento de manguezal vem causando o desaparecimento de florestas de mangue, 

afetando os microrganismos presentes no sedimento.  

Os fungos e bactérias presentes nesses ambientes, exercem um papel 

fundamental na ciclagem de nutrientes como o carbono, nitrogênio e fósforo, e são 

indicadores sensíveis de mudanças ambientais (YINGDONG et al., 2019; GONG et 

al., 2019), entretanto, estudos apontam mudanças na composição e diversidade 

microbiana devido a contaminação por petróleo (GAO et. al., 2019). Nessa situação, 

a biorremediação constitui uma técnica ecológica e economicamente viável para 

restauração de ambientes contaminados, pois acelera o processo de degradação 

natural realizado pelos microrganismos, podendo ser aplicada em áreas costeiras que 

sofreram derramamento de petróleo (KUMARI et al., 2019; HASSAINE; BORDJIBA, 

2019).  

O emprego do planejamento fatorial no processo de biorremediação em 

experimento laboratorial, contribui significativamente para a aplicação da técnica in 

situ. De modo que, a partir das informações obtidas, os fatores que não influenciam 

no processo, poderão ser eliminados diminuindo assim, tempo e custo. 

O planejamento fatorial trata-se de uma importante ferramenta analítica para 

determinação de variáveis significativas de um sistema, podendo ser aplicada em 

amostras de natureza diversa, pois, reduz a quantidade de ensaios e mantém a 



16 
 

qualidade da informação e precisão dos dados (SILVEIRA et al., 2017; COSTA et al., 

2006).  

A biorremediação em experimento controlado pode avaliar a eficiência das 

duas principais abordagens da técnica, que pode ser aplicada por meio do bioaumento 

e do bioestímulo. O bioaumento, consiste na adição de cepas de comunidade 

microbiana especializada no ambiente, visando acelerar a degradação do poluente, 

entretanto o método é mais eficaz quando os microrganismos são indígenos, ou seja, 

retirados da área que será remediada (CAVALCANTI et al., 2019; PACWA-

PLOCICZAK et al., 2019; ZENELI et al., 2019). 

 Além do bioaumento, pode-se utilizar o bioestímulo. Isto é, adição de 

nutrientes, como C, N e P, que são essenciais para o crescimento dos 

microrganismos, estimulando o aumento da população microbiana (CAVALCANTI et 

al., 2019; PACWA-PLOCICZAK et al., 2019). O uso de consórcio microbiano 

composto por espécies variadas de fungos e bactérias durante a biorremediação 

contribui positivamente para a biodegradação, visto que, cada espécie de 

microrganismo possui preferência por frações diferentes dos hidrocarbonetos 

(CAVALCANTI et al., 2019). 

Tendo em vista, o fato de o manguezal do rio São Paulo, localizado na Baía de 

Todos os Santos apresentar contaminação crônica por hidrocarbonetos de petróleo, 

e levando-se em consideração a relevância da biorremediação para descontaminação 

de áreas com essas características, este trabalho utilizou um planejamento fatorial 

com os objetivos de avaliar o fator que exercem maior influência no processo de 

biorremediação; e correlacionar a variável tempo com a percentual de consórcio para 

a degradação do petróleo através do planejamento fatorial 22. 

 

4.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

Para a realização deste trabalho, primeiramente foi realizada uma pesquisa 

bibliográfica sobre os trabalhos de biorremediação realizados no manguezal do rio 

São Paulo, em seguida buscou-se artigos relacionados a biorremediação de petróleo 

em sedimento de manguezal. Foi feito um planejamento para a coleta do sedimento 

na área e montagem do experimento de biorremediação, logo foi definida as análises 

a serem realizadas e as metodologias adequadas. 
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4.2.1 Amostragem 

A coleta de sedimento e água foi realizada no estuário do rio São Paulo, situado 

entre os municípios de São Francisco do Conde e Candeias, nas coordenadas 

12°43'04.2“S e 38°32'50.4” W (Figura 1). Amostras de sedimento foram coletadas a 

10 cm da superfície com o auxílio de um testemunhador de aço inoxidável, 

homogeneizado em uma bacia de alumínio e armazenado em marmitas de alumínio 

e acondicionado em caixa térmica a 4ºC. A água foi coleta no leito do rio, com uma 

garrafa plástica de 20 litros. 

 

Figura 1 – Mapa de localização da área de coleta no estuário do rio São Paulo, Candeias – Bahia, 
Brasil  

 

Fonte: Oliveira (2019), adaptado de Google (2020) e Conder (2010). 

 

4.2.2 Consórcio microbiano 

O consórcio microbiano utilizado para bioaumentacão, foi composto por fungos 

e bactérias (Figura 2), que possuem a capacidade de degradar petróleo, tais 

microrganismos foram anteriormente isolados do sedimento de manguezal do rio São 

Paulo, estudado por Lima (2010) e Dantas (2016). O encapsulamento dos 

microrganismos (Figura 2) foi a base de polímeros naturais, conforme a metodologia 

de Lima (2010). 
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Figura 2 - Microrganismos encapsulados a base de dois substratos naturais 

 

 Fonte: Lima (2014). 

 

A imobilização microbiana, ou seja, o processo de encapsulamento teve por 

finalidade, aumentar a eficácia dos microrganismos no ambiente contaminado, 

fornecendo-lhes um suporte físico para a formação de biofilme e liberação lenta de 

células microbianas no meio circundante. O resultado consiste em uma maior 

capacidade de suporte a fatores ambientais estressantes e diminuição do dano na 

membrana celular (LIMA, 2014). 

 

4.2.3 Planejamento fatorial para processo de biorremediação 

O planejamento fatorial 22, foi realizado para avaliar os fatores percentual de 

consórcio e tempo em um experimento de biorremediação de sedimento de 

manguezal com petróleo. No quadro 1 estão demonstrados os fatores de controle do 

processo de biorremediação com seus respectivos níveis inferior (-1), superior (+1) e 

ponto central em triplicata (0) com valores reais e codificados.  

Quadro 1 - Fatores e níveis utilizados para o planejamento fatorial 22, no estudo da 
degradação de HTP no sedimento de manguezal. Os valores -1, 0 e +1 representam os níveis 
codificados  

FATORES -1 0 +1 

CONSÓRCIO (%) (3%) (6%) (9%) 

TEMPO (DIAS) (4) (17) (30) 

Fonte: Autora, 2020. 
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4.2.4 Montagem do experimento para processo de biorremediação 
 

A partir do delineamento experimental expresso (Quadro1), foi montado um 

experimento de biorremediação (Figura 5). A matriz de planejamento proposto foi 

avaliada no software livre R versão 3.6.0 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019) 

com a interface Rstudio na versão 1.1.463 (RSTUDIO TEAM, 2015) utilizando o 

pacote qualityTools (ROTH, 2016). A interpretação dos dados e a construção do 

gráfico de Pareto foram realizadas com o mesmo pacote. 

O experimento foi composto por 7 biorreatores denominados, biorreator 1 (R1), 

biorreator 2 (R2), biorreator 3 (R3), biorreator 4 (R4), biorreator 5 (R5), biorreator 6 

(R6), biorreator 7 (R7) e um biorreator controle.  O sedimento e a água coletada foram 

autoclavado a 121ºC, visando sua esterilização completa. O biorreator (B) conteve 

400 g de sedimento de manguezal autoclavado + 4 g de petróleo + consórcio 

microbiano (Figura 7), já os biorreatores (A) contiveram água do rio autoclavada 

(Figura 6).  

Duas bombas a vácuo (Figura 8) foram utilizadas para mover a água de um par 

de biorreator para o outro, a cada 6 horas sob o controle de um time temporizador 

digital (Figura 3), a bomba permanecia ligada por 1 minuto, fazendo borbulhamento 

ao atingir o sedimento. O movimento da água teve por objetivo simular o regime de 

subida e descida da maré. 

Figura 3 - Time temporizador digital, liga e desliga a bomba Á vácuo a cada 6 horas, 
promovendo o movimento da água de um reator para o outro simulando o sistema de maré 

 

Fonte: Autora, 2020. 
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Figura 4 - Descrição do movimento de subida e descida da maré no experimento de 
biorremediação de sedimento de manguezal com petróleo 

 

Fonte: Autora, 2020. 

 

Figura 5 - Reator em maré baixa, a água sai do reator B, e vai para o reator A 

 

Fonte: Autora, 2020. 

 

Figura 6 - Reator em maré alta, a água sai do reator A e vai para o reator B cobrindo o 
sedimento com água 

  

Fonte: Autora, 2020. 
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Figura 7- Experimento de biorremediação de sedimento de manguezal com petróleo 

 

Fonte: Autora, 2020. 
 

4.2.4.1 Coleta do experimento 

A coleta foi realizada nos tempos (4 dias, biorreator1 e 2), (17 dias, biorreator 

3, 4 e 5), (30 dias, biorreator 6 e 7). O procedimento foi realizado na capela de fluxo 

laminar, com o auxílio de uma colher inox. Posteriormente o sedimento foi 

armazenado em potes de vidro previamente autoclavado a 121 ºC por 15 minutos, e 

descontaminados com diclorometano (DCM). Os parâmetros físico-químicos foram 

determinados no momento da coleta em cada biorreator. 

Para quantificação de HTPs, inicialmente o sedimento foi liofilizado, 

desagregado e peneirado a 80 mesh. A extração sólido/líquido foi executada através 

do equipamento DIONEX ASE 350, marca Thermo Scientific. Sob temperatura de 150 

ºC, por 2 ciclos de 5 minutos, utilizando o solvente diclorometano (DCM), marca 

merck). O óleo foi filtrado em balão volumétrico, com o auxílio de um funil contendo 

sulfato de sódio calcinado (marca Merck), posteriormente o solvente foi evaporado em 

Evaporador Rotativo (R-200 Rotary Evaporator, BUCHI), em seguida o óleo foi 

levado ao cromatógrafo.  A análise de hidrocarbonetos totais do petróleo (HTP), foi 

realizada através do método “whole oil” adaptado pelo LEPETRO/UFBA, utilizando 

um detector de ionização de chama (CG/FID, modelo 7890B, Agilent Technologies, 

Califórnia, USA), com as seguintes condições: Coluna cromatográfica capilar modelo 

DB 1 (1% de fenil-polimetilsiloxano, 15 m x 0,25 mm , 0,25 µm); vazão da fase móvel 

(He): 1,0 mL/min; razão de divisão do injetor (split) 20/1, volume injetado de 1 µL.  As 
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temperaturas de operação foram: injetor a 300 °C, detector a 300 °C e coluna em 

temperatura programada, iniciando-se em 40 °C por 2 minutos, seguida de elevação 

de 10 °C/min até 300 °C, permanecendo durante 12 minutos nessa temperatura final. 

 

4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados das análises realizadas neste trabalho são discutidos através da 

interpretação de gráficos e tabelas, cuja elaboração teve por objetivo facilitar a 

visualização e compreensão dos dados obtidos. 

 

 4.4.1 Otimização multivariada para experimento de processo de biorremediação 

Para otimizar a metodologia para a degradação de hidrocarbonetos totais de 

petróleo (HTPs) no processo de biorremediação simulado para um ambiente de 

manguezal utilizou-se o planejamento fatorial 23 de dois níveis com triplicata no ponto 

central.  Foram avaliados os fatores percentuais de consórcio (3%, 6% e 9%) e tempo 

(4, 17, 30). Os níveis inferiores, superiores e a razão HTP/UCM (sinal analítico do 

processo) foram expressos na Tabela 1.  

Tabela 1 - Níveis codificados, valores reais e razão HTP/UCM obtida no planejamento fatorial 
22, com triplicata do ponto central, para avaliação da degradação de HTP no processo de 
biorremediação simulado para ambiente de manguezal 

Biorreator Consorcio (%) Tempo (dias) HTP/UCM 

Biorreator 1 (R1) -1 (3) -1 (4) 2,32 

Biorreator 2 (R2) 1 (9) -1 (4) 2,20 

Biorreator 3 (R3) 0 (6) 0 (17) 2,21 

Biorreator 4 (R4) 0 (6) 0 (17) 2,21 

Biorreator 5 (R5) 0 (6) 0 (17) 2,25 

Biorreator 6 (R6) -1 (3) 1 (30) 2,20 

Biorreator 7 (R7) 1 (9) 1 (30) 2,24 

Fonte: Autora, 2020. 

UCM é o nome dado para a mistura complexa não resolvida, ou seja, trata-se 

dos compostos que não podem ser detectados pelo método de cromatografia gasosa. 
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A razão HTP/UCM é utilizada para avaliar a degradação do petróleo por 

microrganismos, de modo que, conforme essa razão aumenta significa que há 

presença de mais hidrocarbonetos, porém, a diminuição no valor dessa razão indica 

que a quantidade de UCM é maior que a quantidade de hidrocarbonetos, portanto está 

havendo remoção de HTP. O gráfico de efeitos é utilizado para avaliar a influência dos 

fatores no processo de otimização. De acordo com esta Figura 4a o fator tempo tem 

uma influência negativa em relação a biodegradação.  

Figura 8 - Gráfico de Efeito (a) e Pareto (b) para relação percentual de consórcio e tempo 

 
Fonte: Autora, 2020.  

A quantidade de consórcio é influenciada pelo tempo, uma vez que, o menor 

porcentual de consórcio (3%), requer maior tempo para a biodegradação (30 dias), 

conforme mostra a tabela 1. Da mesma forma, a maior quantidade de consórcio (9%), 

requer menor tempo (4 dias) para a degradação do petróleo em sedimento de 

manguezal. A Tabela 2 corrobora com esta afirmação, pois os experimentos (R2, R3, 

R4, R6), apresentaram a menor razão HTP/UCM, indicando maior degradação. Com 

a análise do gráfico de Pareto foi possível evidenciar que a interação dos fatores 

(consórcio e tempo) é significativa com efeito positivo, como também o fator tempo foi 

mais significativo com efeito negativo exercendo maior influência no processo de 

biorremediação, apresentando m nível de significância de 95% (p < 0,05). A análise 

de variância (ANOVA) (Tabela 3), foi utilizada para verificar a significância dos fatores 

e do modelo linear a um nível de significância de 95% (p < 0,05) para o planejamento 

fatorial 22. 
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Tabela 2 - Análise de variância para o modelo linear ajustado a resposta múltipla para um 
nível de confiança de 95% 

Parâmetros G.L. Sq Mq Fcalc Ftab p-valor 

A 1 0,0002 0,0002 0,62 10,13 0,49 

B 1 0,0042 0,0042 11,56 10,13 0,04 

A:B 1 0,011 0,011 30,17 10,13 0,01 

Resíduos 3 0,001 0 
   

Regressão Linear 

A, B 2 0,004 0,002 0,73 6,94 0,54 

Resíduos 4 0,012 0,003 
   

Falta de ajuste 2 0,011 0,006 10,36 19,00 0,09 

Erro puro 2 0,001 0,001 
   

Através da A = Consorcio, B = Tempo, G.L. = número de graus de liberdade, Sq = soma 
quadrática, Mq = média quadrática, Fcalc = valor do teste F calculado, Ftab = valor do teste F 
tabelado. 

Através da Tabela 2 observou-se que o fator tempo e a interação dos fatores 

foram significativos para o processo de biorremediação corroborando, assim, com o 

gráfico de Pareto. A ANOVA também apontou que não houve falta de ajuste para o 

modelo de regressão proposto no planejamento fatorial 22 a um nível de significância 

de 95%. Com o objetivo de mensurar a contribuição de cada fator e a interação deles 

para descrever a simulação do processo de biorremediação foi construído um modelo 

linear (Tabela 3). 

Tabela 3 - Coeficiente do modelo de regressão linear para o conjunto de ensaios do 
planejamento 22 

Parâmetros Coeficiente Erro Padrão p-valor 

Intercepto 2,23 0,01 7,55x10-8 

A -0,01 0,01 0,49 

B -0,03 0,01 0,04 

A:B 0,05 0,01 0,01 

Fonte: Autora, 2020. 

O modelo de regressão tem a função de investigar a relação entre variáveis 

aleatórias de interesse (variável resposta, Yi, i = 1, 2..., n) com um conjunto de 

variáveis explicativas ou exploratórias (xi, i = 1, 2..., n). Desse modo, é possível prever 

valores para a variável de interesse, como também avaliar a influência de variáveis 
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exploratórias na variável resposta. Para isso ocorrer o modelo de regressão deve 

apresentar um bom ajuste, sendo assim, o R2 indica o melhor ajuste para o modelo, 

pois quanto mais próximo de um for esse valor melhor será o ajuste do modelo. Desse 

modo o R2 para o modelo proposto foi de 0,934, ou seja, o modelo explica 93,4% dos 

dados do processo de biorremediação. O planejamento fatorial vem sendo aplicado 

com sucesso para otimizar o processo de biodegradação de petróleo e derivados de 

petróleo  O trabalho  realizado por Almeida (et al., 2017), teve por objetivo determinar 

as condições mais favoráveis para a biodegradação de um combustível marítimo por 

um consórcio microbiano, através de um experimento de biorremediação. Um 

planejamento fatorial completo 23 foi aplicado para determinar as melhores 

condições. Ao final do experimento os resultados mostraram que o consórcio utilizado 

degradou um total de 93,5% dos hidrocarbonetos no projeto experimental e alcançou 

níveis de degradação otimizados em teste no biorreator para os constituintes do 

combustível, podendo ser usado como agente de biorremediação de ambientes 

poluídos por esse combustível. 

Aparício (et al., 2018), utilizou o planejamento fatorial completo 24 em um 

experimento de biorremediação de solo contaminado com cromo e lindano para 

avaliar quatro fatores (temperatura, umidade, concentração inicial de Cr (VI) e 

lindano), cada um em dois níveis, mais um ponto central. As respostas avaliadas 

foram as concentrações finais de lindano e Cr. De acordo com o otimizador de 

resposta, o nível ideal de umidade foi de 30% para todos os processos de 

biorremediação.  O planejamento fatorial, permitiu prever com grande precisão o 

resultado da atividade do consórcio durante a biorremediação de solos contaminados, 

conhecendo as condições iniciais do sistema.  

O trabalho de (SILVA; ALMEIDA, 2013), aplicou o planejamento fatorial 

fracionado, para determinar a capacidade de um fungo filamentoso, isolado de solo, 

em utilizar óleo Diesel como fonte de carbono para produção da enzima lignina 

peroxidase. As variáveis avaliadas foram: concentração de ferro, concentração de 

glicose, concentração de inóculo e concentração de óleo Diesel. Como resultado, a 

variável ‘glicose’ foi o único fator que influenciou estatisticamente na produção da 

enzima em estudo, embora o óleo Diesel também tenha servido como fonte de 

carbono e como substrato indutor. Indicando que, o microrganismo e a enzima lignina 

peroxidase podem ser utilizados para compor novas tecnologias nos tratamentos de 

resíduos recalcitrantes, tais como o óleo Diesel. 

https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/bioremediation
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O trabalho com experimento de biorremediação realizado por Silva (et al., 

2015), utilizou o  delineamento fatorial experimental com 3 fatores e dois níveis (2³), 

para avaliar os efeitos da concentração de nitrogênio no meio, a temperatura (25°C 

ou 35°C), e as condições da razão C: N mais favoráveis à biodegradação.  Como 

resultado, o planejamento fatorial mostrou que a relação C: N e temperatura foram os 

fatores que apresentaram efeito significativo no bioprocesso. O aumento da razão C: 

N e a quantidade de inóculo produziram um efeito positivo, enquanto o aumento da 

temperatura causou um efeito negativo na biodegradação.  Desse modo, os trabalhos 

citados comprovam que o planejamento estatístico, é uma ferramenta útil para avaliar 

as melhores condições em experimentos diversos, inclusive de biorremediação, 

reduzindo o tempo e melhorando o rendimento. Neste trabalho, verificou-se a 

significância estatística das variáveis tempo e consórcio durante o experimento de 

biorremediação, obtendo a resposta com rapidez, a um nível de confiança de 95%. 

 

4.5 CONCLUSÃO 

O planejamento fatorial constitui um a ferramenta útil para experimentos de 

biorremediação, neste trabalho se mostrou satisfatório para avaliação das variáveis 

tempo e quantidade de consórcio, explicando 93,4% dos dados, mostrando como 

resultado que o tempo exerce maior influência que o percentual de consórcio no 

processo de biorremediação. A relação entre tempo e percentual de consórcio foi 

significativa, à medida que, com o aumento do percentual de consórcio a degradação 

do petróleo ocorre em menor tempo.  
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3 GENE ALKANO HYDROXYLASE (ALKB) EM EXPERIMENTOS DE 
BIODEGRADAÇÃO NO SEDIMENTO DE MANGUEZAL DA BAIA DE TODOS OS 
SANTOS, BAHIA –BRASIL 

 

RESUMO 

Diante dos frequentes acidentes envolvendo derramamento de petróleo na região 
norte da Baía de Todos os Santos, a informação sobre a quantidade do gene alkB 
durante a biorremediação é essencial para avaliar a degradação dos n-alcanos. Este 
processo bioquímico é realizado através da enzima alcano hidroxilase, podendo-se 
utilizar o gene como biomarcador no acompanhamento da eficiência da 
biorremediação. Neste trabalho o gene alkB foi quantificado através da técnica de 
PCR em tempo real (qPCR), para isso, foi montado um experimento, através de um 
planejamento fatorial 2², composto por 7 biorreatores contendo 400g de sedimento 
esterilizado, 4g de petróleo bruto e quantidades variáveis de consórcio microbiano 
encapsulado, visando simular o processo de biorremediação em manguezal com 
petróleo. A coleta de sedimento foi realizada em 4, 17 e 30 dias, no momento, os 
parâmetros físico químicos foram medidos. Realizou-se análise físico-química, 
geoquímica, microbiológicas e de biologia molecular. Os resultados mostraram 
correlação entre o gene alkB e a degradação da fração saturada do petróleo. 

Palavras chave: DNA, PCR em tempo real (qPCR), Microrganismos, Petróleo. 

 
ABSTRACT 

Given the frequent accidents involving oil spills in the northern region of the Todos os 
Santos Bay, information on the amount of the alkB gene during bioremediation is 
essential to assess the degradation of n-alkanes. This biochemical process is carried 
out using the enzyme alkane hydroxylase, and the gene can be used as a biomarker 
to monitor the efficiency of bioremediation. In this work, the alkB gene was quantified 
using the real-time PCR (qPCR) technique, for this purpose, an experiment was set 
up, through a 2² factorial design, composed of 7 bioreactors containing 400g of sterile 
sediment, 4g of crude oil and quantities variables of encapsulated microbial 
consortium, aiming to simulate the mangrove bioremediation process with oil. The 
sediment collection was carried out in 4, 17 and 30 days, at the moment, the physical 
chemical parameters were measured. Physical-chemical, geochemical, 
microbiological and molecular biology analysis was performed. The results showed a 
correlation between the alkB gene and the degradation of the saturated fraction of oil. 

Keywords: DNA, Real-time PCR (qPCR), Microrganisms, Petroleum. 
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5.1 INTRODUÇÃO  

O petróleo é um combustível fóssil responsável pela movimentação econômica 

mundial, aplicado como matéria prima para a produção de combustíveis 

(LOGESHWARAN et al., 2018; GARCIA et al., 2020). É constituído por uma mistura 

complexa de hidrocarbonetos saturados, aromáticos, compostos polares e 

heteroátomos como o nitrogênio, hidrogênio, enxofre e oxigênio, denominados 

compostos NSO (ZENELI et al., 2019; CHICIUDEANA et al., 2017). 

Os hidrocarbonetos saturados, possuem ligações simples e cadeias lineares, 

sendo representados pelos alcanos de cadeias abertas ou cíclicas com o máximo de 

40 átomos de carbono. (PAISSE et al., 2011). Já os hidrocarbonetos aromáticos, 

contém anel benzênico na arquitetura linear, angular ou cluster, persistem no 

ambiente e são mutagênicos para microrganismos, plantas, animais e seres humanos 

podendo a bioacumula-se na cadeia alimentar (KOSHLAF et al., 2019). 

Os heteroátomos nitrogênio, enxofre e oxigênio, denominados compostos 

NSO, compõem 5% do petróleo e são encontrados nas frações com alto ponto de 

ebulição, asfáltica, resinas e aromáticas (PEREIRA, 2012). As variações extremas nas 

moléculas precursoras, justifica as diferenças na composição física e química do 

petróleo (LOGESHWARAN et al., 2018), que é um poluente recalcitrante e 

quimicamente inerte (LONG et al., 2017), causando impactos significativos quando 

são derramados no ambiente.  

Em geralmente, os acidentes envolvendo derramamento de petróleo ocorrem 

durante o transporte, manipulação, exploração, queima de resíduos e atividades de 

perfuração. Na Baía de Todos os Santos (BTS), a maioria dos acidentes ocorrem na 

região norte, principalmente na extensão dos rios São Paulo e Subaé, devido à 

existência de uma das maiores reservas de petróleo on shore do Brasil, onde abriga 

indústrias petroquímicas, de exploração e refino, destacando-se a Refinaria 

Landulpho Alves-Mataripe (RLAM). O manguezal do rio São Paulo é atingido em maior 

número, pelo óleo, isto devido a sua proximidade à refinaria. Desse modo, a região 

norte da BTS, vem sendo investigada desde a década de 1990, para determinação do 

seu grau de contaminação (QUEIROZ; CELINO 2008). 

Além de ser um ecossistema essencial para a manutenção do clima, os 

manguezais, são ricos em matéria orgânica, protegem a costa contra erosão, são 

importantes para a reprodução da fauna marinha e considerados pontos críticos da 
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biodiversidade para microrganismos (SANTOS, et al., 2011; TIRALERDPANICH et al., 

2018), porém, quando são atingidos pelo petróleo, os impactos dependem da 

extensão do derramamento, toxicidade, padrão de deposição, clima, regime de marés, 

bioquímica do substrato e tempo de permanência do composto (SANTOS et al., 2011). 

Compreende-se que, os minerais silte, argila e hidróxido de magnésio, junto 

com a matéria orgânica favorecem a adsorção dos hidrocarbonetos, no entanto, 

sedimentos de manguezal possuem diferentes níveis de contaminação que depende 

do grau de perturbação humana. Por isso, são utilizados como indicadores do histórico 

de contaminação, uma vez que, são fundamentais na biodisponibilidade de vários 

compostos químicos, devido ao acúmulo de contaminantes que recebem ao longo dos 

anos (DA PAIXÃO, 2010; BARGIELA, et. al, 2015; SANTOS et al., 2018).  

As técnicas de limpeza dos manguezais contaminados por petróleo ainda são 

limitadas. O jateamento a baixa pressão com água do mar remove o óleo da 

vegetação quando a cobertura vegetal é estável e podem contaminar áreas 

adjacentes. Não obstante, o jateamento a alta pressão pode causar erosão e 

maximizar os danos ao ecossistema. Materiais absorventes podem ser levados pela 

maré ou ficar aprisionados entre as raízes do mangue dificultando sua remoção 

(CETESB, 2007). 

O uso de dispersante químico é proibido no Brasil, pois causa efeito ainda mais 

tóxico que o petróleo para as espécies de mangue, necessitando de experimentos 

para testar sua toxicidade e eficiência. Já o bombeamento a vácuo, as esteiras 

recolhedoras, os skimmers e o recolhimento manual, podem causar danos mecânicos, 

remoção de organismos e revolvimento do substrato (CETESB, 2007). 

Desse modo, a biorremediação apresenta menos impactos aos manguezais, 

tornando-se a abordagem mais apropriada, porém sua limitação versa em baixos 

níveis de oxigênio, nutrientes e competição, concentração de hidrocarbonetos do 

petróleo e a toxicidade do sedimento (CETESB, 2007; SANTOS et al., 2011).  

A biorremediação consiste na utilização de microrganismos para reabilitação 

de locais contaminados por compostos químicos tóxicos ou outros poluentes 

ambientais, inclusive, pode ser definida como um processo biotecnológico ao qual se 

emprega a estimulação das atividades de microrganismos nativos, empregando seu 

metabolismo para a eliminação de poluentes (MADIGAN et al., 2016). 

A princípio os microrganismos indígenos, metabolizam o composto químico 

como fonte de energia para crescer e se reproduzir, utilizando enzimas, que quebram 
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as toxinas e as transformam em substâncias menos nocivas (GUARINO et al., 2016). 

A biodegradação é controlada principalmente por interações complexas entre a 

comunidade microbiana e a complexidade ambiental local, como a biodisponibilidade 

do óleo residual, temperatura, nutrientes e presença de oxigênio (ZHANG et al., 2017).  

A biorremediação pode ser empregada através da bioaumentação e 

bioestimulação. A bioaumentação envolve a inoculação de microrganismos 

degradadores no local contaminado e a bioestimulação consiste na adição de 

nutrientes, como nitrogênio e fósforo, que estimulam o metabolismo e crescimento dos 

microrganismos, acelerando as taxas de biodegradação. O oxigênio, pH, temperatura 

e umidade, contribuem para o processo (SHAHI et al., 2016).  

A biorremediação utilizando consórcio microbiano contribui positivamente para 

o processo, pois, diferentes bactérias podem transferir genes degradadores de 

hidrocarbonetos (SHAHI, 2015; SHAHI et al., 2016), assim como, a inclusão de fungos 

e bactérias favorece a degradação de uma gama mais ampla de contaminantes do 

petróleo (SANTOS, et al., 2011).  

O consórcio encapsulado fornece um suporte físico para a formação de biofilme 

e liberação lenta de células microbianas no meio circundante, resultando em uma 

maior capacidade de suporte a fatores ambientais estressantes, diminuindo o dano na 

membrana celular, e protegendo os microrganismos da predação e competição. 

Ademais contribui para reduzir a liberação dos esporos fúngicos de uma única vez, 

impedindo que eles se desintegrem, promovendo resistência, fornecendo melhor 

distribuição e padronização se comparados a biorremediação realizada por células 

livres (LIMA, 2014; DELLAGNEZZE et al., 2016). 

Os fungos são mais tolerantes a altos níveis de contaminantes do que as 

bactérias, incorporando-se facilmente ao solo e crescendo em condições mínimas de 

pH, umidade e nutrientes (SHAHI et al., 2016), bactérias como Pseudomonas, 

Marinobacter, Alcanivorax, Microbulbifer, Sphingomonas, Micrococcus, Cellulomonas, 

Dietzia e Gordonia, são descritas como degradadores de hidrocarbonetos e são 

encontradas em sedimento de manguezal.  

É preciso realizar estudos de ecologia molecular, para verificar os efeitos da 

contaminação do petróleo sobre as comunidades microbianas (SANTOS, et al., 2011). 

Contudo, considera-se que, para cada fração do petróleo, existem microrganismos 

específicos para promover a degradação (BARGIELA, et al., 2015), esta, é mediada 
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por enzimas, que controlam as reações bioquímicas, produzindo energia e material 

necessário à síntese de novas células microbianas (GUERRA, 2018).  

A biorremediação pode ocorrer in situ ou ex situ, porém, é importante analisar 

a resposta dos microrganismos à poluição por petróleo, a nível genético e metabólico 

(HASSANSHAHIAN et al., 2015). A descoberta dos genes 16S rRNA, encontrados em 

todas as bactérias e o 18S rRNA em todos os fungos, permitiu caracterizar 

filogeneticamente os microrganismos e determinar as espécies. Desta forma, vários 

microrganismos que nunca haviam sido relacionados com a degradação de 

hidrocarbonetos passaram a ser conhecidos e relacionados à biorremediação de 

áreas contaminadas (ABBASIAN et al., 2016; SILVA, 2010).  

Os genes são segmentos do DNA, que contém a informação genética para 

produzir uma proteína, que desempenham funções específicas dentro da célula 

(MADIGAN et al., 2016). São os genes que codificam enzimas que degradam os 

hidrocarbonetos e são excelentes biomarcadores para o acompanhamento da 

eficiência dos microrganismos em degradar hidrocarbonetos (SHAHI et al., 2015). 

A capacidade de quantificar com precisão os genes funcionais no ambiente é 

um passo extremamente importante para a compreensão de muitos processos 

ecológicos (HASSANSHAHIAN et al., 2014). Os genes de bactérias são organizados 

em operon, ou seja, conjunto de genes que possuem funções relacionadas, sob 

controle de um único promotor e expressos em apenas um RNA mensageiro 

(ABBASIAN et al., 2015; MADIGAN et al., 2016).  

Além do operon, bactérias contêm plasmídeos, que são moléculas de DNA 

circular, com a capacidade de produzir cópias do DNA, independente do DNA 

cromossômico, podendo conter genes com variadas funções. Os plasmídeos que 

possuem genes degradadores de hidrocarbonetos são divididos em três grupos: 

degradador de alcano (plasmídeo OCT), degradador de naftaleno (plasmídeo NAH) e 

oxidantes de tolueno, denominado plasmídeo TOL (ABBASIAN et al., 2015). As 

bactérias promovem a transferência horizontal de genes, quando são submetidas a 

condições ambientais adequadas, podendo trocar genes degradadores de petróleo, 

através da transformação, transdução ou conjugação (MADIGAN et al., 2016; SHAHI 

et al., 2016). 

Os principais genes envolvidos na biodegradação de n-alcanos são 

relacionados a microrganismos mesofílicos. A degradação do n-alcano é intermediada 

por alcano hidroxilase, que constitue em um sistema enzimático de três componentes 
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cujo elemento principal é o alcano monooxigenase (TOUROVA et al., 2018). O gene 

alkB promove a degradação de alcano na presença de oxigênio. Várias enzimas 

produzidas por esses genes foram identificadas e categorizadas com base em seus 

substratos (NIE et al., 2014).  

As enzimas monooxigenase de metano solúvel, propano monooxigenas e 

butano monooxigenase, são especializadas em alcanos gasosos de cadeia pequena, 

metano, propano e butano. As enzimas alcano hidroxilase e alcano monooxigenase, 

desempenham o primeiro passo no processo de degradação do alcano, estando 

envolvidas na etapa inicial de ativação do metabolismo microbiano para degradação 

de hidrocarbonetos alifáticos (GUERRA, 2018). A monooxygenase degrada os n-

alcanos catalisando a oxidação terminal ou subterminal, transformando-os em álcoois 

primários ou secundários (NIE et al., 2014).  

Em síntese, a biodegradação se inicia com a oxidação do hidrocarboneto pelo 

sistema monoxygenase, que depende de um transportador de elétrons para converter 

os hidrocarbonetos em álcool. Após esta conversão, o álcool é oxidado e decomposto 

em moléculas menores, que poderão ser utilizadas pelas células para efetuar suas 

reações metabólicas (ABBASIAN et al., 2016). Os diferentes conjuntos de genes alkB 

codificam enzimas com diferentes faixas de substrato (GIEBLER et al., 2014), e são 

utilizados como biomarcadores em estudos sobre a diversidade de bactérias 

degradadoras de petróleo bruto (LONG et al., 2017).  

Neste contexto, os objetivos deste artigo foram: detectar o gene alkB no 

consórcio microbiano utilizado no experimento de biorremediação; comparar o número 

de cópias do gene alkB com a percentual de microrganismos nos tempos 4, 17 e 30; 

Comparar o número de cópias do gene alkB com  a degradação da fração saturada 

do petróleo em experimento de biorremediação;; enumerar a população bacteriana e 

compará-la com o número de cópias do gene 16S rRNA durante o processo de 

biorremediação. 

 

5.2 MATERIAIS E MÉTODO 

A área de estudo (Figura 9), trata-se do manguezal localizado no estuário do 

rio São Paulo, nas coordenadas 12°43'04.2“S e 38°32'50.4” W situado entre os 

municípios de São Francisco do Conde e Candeias.  Próximo ao rio encontra-se a 
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refinaria Landulpho Alves de Mataripe (RLAM), onde atividades ligadas à indústria 

petrolífera, como campos de exploração, produção e refinaria foram desenvolvidas 

durante mais de cinquenta anos.  

Figura 9 - Mapa de localização da área de coleta no estuário do rio São Paulo, Candeias - 
Bahia, Brasil  

 

Fonte: Oliveira (2019), adaptado de Google (2020) e Conder (2010). 

 

Para alcançar os objetivos propostos por este trabalho, foi montado um 

experimento no Laboratório de Excelência em Geoquímica Petróleo, Energia e Meio 

Ambiente (LEPETRO), localizado no Instituto de Geociências, na Universidade 

Federal da Bahia. A coleta do sedimento e da água ocorreu no manguezal do rio São 

Paulo. As etapas de coleta em campo, montagem do experimento, monitoramento e 

análises são descritas nos próximos tópicos.  

 

5.2.1 Amostragem  

O trabalho em campo ocorreu no dia 23 de janeiro de 2019. O sedimento foi 

coletado à 10 cm da superfície, uma vez que, o gene alkB é encontrado 

em microrganismos aeróbios. Para a coleta foi utilizado um testemunhador de aço 

inoxidável em forma de tubo, em seguida, o sedimento foi homogeneizado em 

recipiente de alumínio e armazenado em marmitas de alumínio devidamente 

identificadas. As amostras foram acondicionadas em caixas térmicas, conforme 

mostra a Figura 10. 
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Figura 10 - Ponto de coleta das amostras de sedimento e água no manguezal do rio São Paulo-BA. 

Coleta do sedimento (a), Homogeneização do sedimento (b), Armazenamento do sedimento 
e água (c)  

.  

Fonte: Autora, 2020. 

A coleta da água foi realizada através da imersão de um garrafão de polietileno 

de 20 litros no leito do rio. Os parâmetros físico-químicos foram mensurados através 

de uma sonda multiparâmetro da marca Horiba d-54. Ao chegar no laboratório as 

amostras de sedimentos permaneceram guardadas em um freezer e a água manteve-

se em temperatura ambiente. Antes da montagem do experimento, o sedimento e a 

água foram autoclavado durante 2 h a 120 ºC, após esse processo, efetuou-se a 

caracterização do sedimento e do petróleo visando compreender sua constituição. 

 

5.2.2 Caracterização do sedimento  

O reator controle foi utilizado para caracterização do sedimento em cada tempo 

de experimento (4 dias, 17 dias e 30 dias), portanto foram realizadas análises de 

granulometria, análise dos nutrientes: carbono orgânico total, nitrogênio total e fósforo 

total; análise de hidrocarbonetos totais do petróleo (HTP); análise microbiológica: 

enumeração de fungos e bactérias; análise molecular: extração de DNA e 

quantificação de genes, e os parâmetros físicos químicos forma medidos por sonda 

multiparâmetro durante cada tempo de coleta do experimento. A descrição das 

respectivas metodologias encontra-se nos próximos tópicos e os resultados da 

granulometria e dos demais parâmetros são expressos através de gráficos. 
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5.2.3 Caracterização do petróleo 

A amostra de óleo utilizada nos experimentos foi cedida pela operadora 

independente de exploração e produção de petróleo e gás onshore Petrorecôncavo. 

O óleo foi analisado para a determinação dos parâmetros e do perfil cromatográfico 

dos HTPs através do método “whole oil” adaptado no LEPETRO/UFBA, utilizando um 

detector de ionização de chama (CG/FID, modelo 7890B, Agilent Technologies, 

Califórnia, USA). 

O cromatógrafo utilizado apresentou as seguintes condições: Coluna 

cromatográfica capilar modelo DB 1 (1% de fenil-polimetilsiloxano, 15 m x 0,25 mm , 

0,25 µm); vazão da fase móvel (He): 1,0 mL/min; razão de divisão do injetor (split) 

20/1, volume injetado de 1 µL.As temperaturas de operação foram: injetor a 300 °C, 

detector a 300 °C e coluna em temperatura programada, iniciando-se em 40 °C por 2 

minutos, seguida de elevação de 10 °C/min até 300 °C, permanecendo durante 12 

minutos nessa temperatura final. 

 

5.2.4 Caracterização do consórcio microbiano 

O consórcio microbiano (fungos e bactérias) utilizado no experimento, foi 

coletado na área de estudo deste trabalho, por Lima (2014) e Dantas (2016). Após o 

isolamento em laboratório, esses microrganismos foram testados quanto ao potencial 

de biodegradação do petróleo, passando por testes de oxidação.  

Esse consórcio foi encapsulado com polímeros naturais (Figura11), a base de 

dois substratos, cuja constituição fornece nutrientes essenciais para os 

microrganismos, além de fornece-lhes suporte físico, protegendo-os contra o 

ressecamento, predação e competição. O encapsulamento foi segundo a metodologia 

de Lima (2014).  

 

 

 



36 
 

 

Figura 11- Consórcio microbiano encapsulado a base de dois substratos naturais 

 

Fonte: Lima (2014). 
 

5.2.5 Montagem e monitoramento do experimento para processo de 

biorremediação 

O experimento foi composto por 7 pares de biorreatores e 1 controle, todos 

interligados a mangueiras de silicone e acoplados a bomba de vácuo controlada por 

um time temporizador digital, para assemelhar o sistema de marés. O conteúdo 

do biorreator consistiu em sedimento de manguezal, água do rio São Paulo, petróleo 

e consórcio microbiano encapsulado.  

O experimento foi inspirado no modelo de protótipo de biorreator de 

imersão temporária desenvolvido por Lima (2014) e no protótipo de biorreator de 

imersão temporária adaptado por Dantas (2016). As principais modificações 

realizadas no experimento atual de biorreator foi a automatização do sistema através 

de um time temporizador digita (Figura 12) que controla o movimento da água a cada 

6 horas de um biorreator para o outro, e um delineamento experimental por 

planejamento fatorial 22. 
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Figura 12 - Time temporizador digital, liga e desliga a bomba Á vácuo a cada 6 horas, 
promovendo o movimento da água de um reator para o outro simulando o sistema de maré 

 

Fonte: Autora, 2020. 

O trabalho de Lima (2014), recomendou o aprofundamento de estudos em 

trabalhos futuros, para que o protótipo pudesse ser utilizado com intuito de obter a 

degradação dos componentes do petróleo (Saturados, Aromáticos e NSO), na sua 

totalidade. Desta forma, este trabalho segue uma das recomendações de Lima 

(2014), uma vez que, visa obter as melhores condições para a degradação da fração 

saturada do petróleo.  

O experimento foi composto por 7 biorreatores (Figura 13) denominados, 

biorreator 1 (R1), biorreator 2 (R2), biorreator 3 (R3), biorreator 4 (R4), biorreator 5 

(R5), biorreator 6 (R6), biorreator 7 (R7) e um biorreator controle.  O sedimento e a 

água coletada foram autoclavados a 121ºC, visando sua esterilização completa. O 

biorreator (B) conteve 400 g de sedimento de manguezal autoclavado + 4 g de 

petróleo + consórcio microbiano (Figura 15), já os biorreatores (A) contiveram água 

do rio autoclavada (Figura 14).  

 Duas bombas a vácuo (Figura 16) foram utilizadas para mover a água de um 

par de biorreator para o outro, a cada 6 horas sob o controle de um time temporizador 

digital, a bomba permanecia ligada por 1 minuto, fazendo borbulhamento ao atingir o 

sedimento. O movimento da água teve por objetivo simular o regime de subida e 

descida da maré. 
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Figura 13 - Descrição do experimento de biorremediação de sedimento de manguezal com 
petróleo 

 

Fonte: Autora, 2020. 
 

Figura 14 - Reator em maré baixa, a água sai do reator B e vai para o reator A 

 

Fonte: Autora, 2020. 
 

Figura 15 - Reator em maré alta, a água sai do reator A e vai para o reator B cobrindo o 
sedimento com a água 

 

Fonte: Autora, 2020. 
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Figura 16 - Experimento de biorremediação de sedimento de manguezal com petróleo 

 

Fonte: Autora, 2020. 

 

5.2.5.1 Coleta do experimento 

A coleta foi realizada nos tempos (4 dias, biorreator R1 e R2), (17 dias, 

biorreator R3, R4 e R5), (30 dias, biorreator R6 e R7). A escolha dos tempos se deu 

através de um planejamento fatorial 22, com triplicata do ponto central. Cada biorreator 

conteve diferentes quantidades de consórcio microbiano, conforme o Quadro 2. 

Quadro 2 - Descrição da quantidade de sedimento, petróleo e consórcio contidos nos 
biorreatores e o tempo de permanência no sistema 

Tempo Biorreator Sedimento Petróleo bruto Consórcio 

4 Biorreator 1 (R1) 400 g 4 g = 1% do sedimento 12 g = 3% do sedimento 

4 Biorreator 2 (R2) 400 g 4 g = 1% do sedimento 36 g = 9% do sedimento 

17 Biorreator 3 (R3) 400 g 4 g = 1% do sedimento 24 g = 6% do sedimento 

17 Biorreator 4 (R4) 400 g 4 g = 1% do sedimento 24 g = 6% do sedimento 

17 Biorreator 5 (R5) 400 g 4 g = 1% do sedimento 24 g = 6% do sedimento 

30 Biorreator 6 (R6) 400 g 4 g = 1% do sedimento 12 g = 3% do sedimento 

30 Biorreator 7 (R7) 400 g 4 g = 1% do sedimento 36 g = 9% do sedimento 

- Controle 400g - - 

Fonte: Autora, 2020. 
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O procedimento para a coleta foi realizado na capela de fluxo laminar, com o 

auxílio de uma colher inox, o sedimento foi homogeneizado e adicionado em frascos 

de vidro previamente autoclavado a 121 ºC por 15 minutos, e descontaminados com 

diclorometano (DCM). Os parâmetros físico-químicos da água, como temperatura, 

potencial hidrogeniônico (pH), condutividade elétrica, salinidade e oxigênio dissolvido 

(O.D), foram medidos através de uma sonda multiparâmetro da marca Horiba d-54, 

no momento da coleta em cada biorreator. 

5.2.5.2 Nutrientes: Carbono orgânico, nitrogênio total e fósforo  

As análises de carbono orgânico e nitrogênio total, foram realizadas pelo 

analisador LECO e o fósforo pelo Espectrofotômetro. Para análise de carbono 

orgânico foi utilizando o método EPA-NCEA-C1282 (2002). O sedimento foi pesado 

em cadinho de tungstênio em balança analítica para a descarbonatação do carbono. 

Em seguida a amostra foi depositada no carrossel dispensador e levada ao forno de 

combustão do analisador elementar. Uma alíquota de 10ml dos gases produzidos é 

transportada pelo gás vetor hélio até um detector infravermelho não dispersivo (NDIR). 

O nitrogênio total foi analisado através do método EPA-NCEA-C1282 (2002), o 

qual transforma os gases NOX em N2 e remove o excesso de oxigênio, em seguida o 

N2 é analisado por uma célula de condutividade térmica (TC). O limite de detecção do 

método para carbono orgânico total é de 0, 04% e para o nitrogênio total é de 0, 10%, 

e os resultados foram expressos em porcentagem (%). 

A análise de fósforo foi realizada pelo método Aspila. Inicialmente o sedimento 

foi desagregado e 0,4 g da amostra foi adicionada em um tubo de ensaio de 50ml, 10 

ml de HCl foi inserido no tubo, e permaneceu em mesa agitadora durante 16 h.  A 

amostra foi então centrifugada por 15 minutos a 3000 RPM, e uma alíquota de 1ml foi 

retirada. Foi inserido 0,8 ml de solução ácida de molibdato e tartarato, 10, 00 ml de 

água deionizada, 0,2 ml de ácido ascórbico. Após 10 minutos, a amostra foi levada ao 

Espectrofotômetro (Agilent Cary 60) em 880 mm.  

5.2.5.3 Análises dos Hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP)  

Após a liofilização, as amostras foram moídas a 80 mesh e armazenadas em 

potes de vidro com tampa de alumínio. As amostras foram pesadas em balança 

analítica para determinação da massa utilizada.     
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A extração sólido/líquido foi executada através do equipamento DIONEX ASE 

350 (Thermo Scientific), sob temperatura de 150 C, por 2 ciclos de 5 minutos, 

utilizando o solvente diclorometano (DCM). 10 gramas da amostra foi acondicionada 

numa cela aço inoxidável com terra de diatomácea através do qual o solvente é 

percolado durante a extração.  

O extrato foi recolhido em garrafas de vidro contendo fios de cobre ativados 

para remoção de enxofre presente na amostra. O extrato concentrado foi filtrado com 

algodão e sulfato de sódio em balão de fundo redondo de 250ml, com o auxílio de um 

funil, para retirar toda a umidade da amostra. Ao final do procedimento, somente o 

extrato concentrado permaneceu no balão, que em seguida passaram 

pelo equipamento Evaporador Rotativo (R-200 Rotary Evaporator, BUCHI). 

O óleo foi armazenado em vials, pesado para obter o valor da massa do 

estrato e levado ao cromatógrafo movido a gás, com coluna capilar DB 5 e detector 

de ionização de chama (CG/FID, modelo 7890B, Agilent Technologies, Califórnia, 

USA) para detecção dos HTPs, o cromatógrafo apresentou as seguintes condições: 

Coluna cromatográfica capilar modelo DB 1 (1% de fenil-polimetilsiloxano, 15 m x 0,25 

mm , 0,25 µm); vazão da fase móvel (He): 1,0 mL/min; razão de divisão do injetor 

(split) 20/1, volume injetado de 1 µL. As temperaturas de operação foram: injetor a 

300 °C, detector a 300 °C e coluna em temperatura programada, iniciando-se em 40 

°C por 2 minutos, seguida de elevação de 10 °C/min até 300 °C, permanecendo 

durante 12 minutos nessa temperatura final. 

5.2.5.4 Análises microbiológicas  

As análises microbiológicas foram executadas para verificar o número de 

células microbianas presentes em cada reator do experimento ao longo do tempo, 

para isso  os fungos foram extraídos pelo método de diluição seriada até 10-5(GERBA, 

et al. 2004) e as bactérias por diluição seriada 10-8 (ROMEIRO, 2013) , 24h depois a 

contagem de bactérias foi iniciada.   

Um erlenmeyer contendo 10 g de sedimento, 250 mL de solução salina (0,95 g 

de NaCl e 95mL de água), 1mL da diluição foi transferida para vials contendo 9 mL da 

solução. O procedimento foi repetido até a diluição 10-5.  Uma alíquota de 1 mL de 

cada diluição foi transferida para uma placa de petri correspondente, em seguida, 

o meio de cultivo Ágar Sabouraud Dextrose 4% foi adicionada em cima da diluição 
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somado a 0,1 g cloranfenicol diluído em 10 mL de etanol. As placas contendo as 

alíquotas das diluições foram incubadas a 30 ºC durante 5 a 7 dias, após esse período 

o crescimento os fungos foram verificados. 

Para a enumeração de UFCs de bactérias, 25 g de sedimento foi inserido em 

um Erlenmeyer de 250 mL contendo solução salina na proporção de 2,25 g de NaCl 

e 750µL de Tween 80, o conteúdo foi homogeneizado com um bastão de vidro. 

Posteriormente, 0,1mL da diluição foi transferida para microtubos contendo 0,9mL da 

solução que solução, este passo foi repetido até a diluição 10-8.  0,1mL foi retirada de 

cada diluição e transferida para placas de petri contendo meio de cultivo Ágar 

Nutriente (Acumedia). As placas foram armazenas na incubadora sob temperatura de 

30 ºC durante 24 horas. Após esse tempo realizou-se a contagem das UFCs a olho 

nu.  

5.2.5.5 Análises moleculares 

A análise de biologia molecular teve por objetivo extrair o DNA do sedimento 

de manguezal, para amplificar os genes 16S rRNA e alkB presente nos 

microrganismos encapsulados. Para cada biorreator do experimento foi realizada 

análise em triplicata.  

5.2.5.5.1 Extração de DNA a partir do sedimento dos experimentos para processo de 

biorremediação 

O material genético foi extraído com o kit específico para extração de DNA em 

solos, denominado: PowerSoil (QIAGEN), conforme protocolo do fabricante. A 

quantificação do DNA foi efetuada através do espectrofotômetro Nanodrop One® 

(Thermo Fisher) (Figura 18), A qualidade do DNA foi avaliada por medida da 

absorbância a 230, 260 e 280 nm respectivamente, essa proporção é um indicador 

preciso da pureza do DNA. A razão A260/A280 ≥ 1,8 indica pureza do DNA. Após 

esse procedimento, o material genético foi armazenado no freezer a-20ºC, até a 

reação de qPCR. 
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Figura 17 - Tubo de extração Power bid com sedimento (a), Amostra de DNA em banho maria 
(b), Quantificação do DNA extraído 

 
Fonte: Autora, 2020. 

 

5.2.5.5.2 PCR em tempo real (qPCR) 

A quantificação absoluta de genes através da técnica de qPCR é baseada na 

quantificação de padrões. Assim, a partir do sequenciamento de um fragmento do 

gene 16S rRNA (V4-V5, 411 pb) de um isolado do consórcio de amostras do 

GEOMICRO (Amostra PD7, bactéria Pseudomonas sp, a ser depositada no GenBank-

NCBI), foi sintetizado um fragmento do gene Integrated DNA Technology® (IDT) 

gBlocks™ e utilizado para estabelecer a curva padrão para os ensaios de PCR em 

tempo real. 

 Para a síntese do gBlock™ do fragmento do gene alkB, utilizou-se um 

fragmento de 134pb da sequência de Pseudomonas putida (Pseudomonas putida P1 

alkane degradation genes (alkB FGHJKL and alkST) and flanking DNA – AJ233397) 

adquirido do banco de dados Genbank no site do National Center for Biotechnology 

Information em (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) usando número de acesso a 

partir de Smith et al. (1999) (Quadro 3). Foram realizadas sete diluições seriadas (101 

a 10-6) dos fragmentos (16S e alkB) para a geração da curva padrão. Os padrões 

foram usados em triplicata para cada diluição. Os primers utilizados estão descritos 

no Quadro 4. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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Quadro 3 - Fragmentos de genes sintetizados em gBlock correspondente, usados para 
estabelecer a curva padrão da PCR em tempo real 

Gene Organismo Número 
GenBank-NCBI 

16S rRNA Pseudomonas sp. A INSERIR 

GTCTCTCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGGG
GCTGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGG
AGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAAT
AAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC
AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTT

AAGTTGGAT 

alkB Pseudomonas putida AJ233397 

GATGGCTTTCGGGTGGTGGCAGTTAACAAGCGCGAACTACATTGAACAC
TACGGTTTGCTGCGTGAAAAAATGGCCGATGGACGATATGAACATCAAA

AGCCACATCACTCGTGGAACAGTAACCACATCGTGT 

Fonte: Autora, 2020. 

 

Quadro 4 –- Primer (16S rRNA e alkB) usados para os ensaios de PCR em tempo real 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: (CAPORASO et al., 2015), (PARADA et al., 2016) (POWELL et al., 2006). 
 

5.2.5.5.3 Reação para o gene 16S rRNA 

Para o mix da reação de qPCR, foram utilizadas as amostras de DNA extraído 

e diluído do experimento de biorremediação de cada reator (R1, R2, R3, R4, R5, R6, 

R7, C4, C17, C30) e amostra padrão PD7 ( 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, com 8ng/µL de DNA 

diluído para 101 até 102), a fim de minimizar a inibição da PCR e adquirir um sinal 

dentro do padrão da curva. Foi realizado um mix de reação para 69 amostras  (1, 

Gene Primer Sequência Fragmento Temp. 
anelamento 

°C 

16S 
rRNA 

515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA1 411 54 

 
926R CCGYCAATTYMTTTRAGTTT2 

  

alkB alkB 
Fd 

AACTACMTCGARCAYTACGG3 100 50 

 
alkB 
Rd 

TGAAGATGTGGTTGCTGTTCC 
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2,3,4,5,6,7, em quadruplicata +10 amostras de DNA do experimento em 

quadruplicada + 1 Branco), utilizando 24.15µL de primer forward, e 24.15µL de primer 

reverse, 690µL de mix Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green (Agilent) e 586,5µL de 

água livre de nuclease de grau PCR. 

Foi dado um vórtex na amostra e 76.8µL foi adicionado em ependorf de 6µL 

correspondente a cada amostra. Foi inserido 3.2µL de DNA correspondente a cada 

amostra (0,8µL de DNA), no ependorf com os 76.8µL, totalizando 80µL. Foi dado um 

vórtex em cada mistura e para cada amostra foi adicionado um volume total de 20µL 

em cada poço da placa de PCR, três vezes, ou seja, em triplicata. A amostra foi levada 

ao equipamento Termociclador AriaMx Real-Time PCR System (Agilent©). 

A qPCR foi realizada nas seguintes condições: 5 min a 95ºC, para 

desnaturação; 40 ciclos de 10s a 95ºC, 30s a 57ºC, 30s a 72 ºC, 10s 80ºC para o 

anelamento; 30s a 95ºC, 30s a 57ºC, 30s a 95ºC para a polimerização. A análise da 

curva de melt (Figura 19) foi realizada no final de cada reação para verificar a pureza 

do produto amplificado, detecção de produtos de PCR inespecíficos, como dímeros 

primários (Wang et al., 2010). A reação alcançou a eficiência de 109,18, R² 0,996 e 

Slope-3,12 (Figura 20).    

Figura 18 - Curva de fusão (Melt curve) dos amplicons do gene 16S rRNA durante qPCR, 
todos com o mesmo pico e sem dímeros primário 

 

Fonte: Autora, 2020. 
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Figura 19 - Gráfico Curva padrão gerada a partir do gene 16S rRNA para quantificação do 
número de cópias (diluições 10-1 - 10-5) 

 

Fonte: Autora, 2020. 
 

Figura 20 - Gel de eletroforese em agarose do fragmento do gene 16S rRNA de 
aproximadamente 412 pb 

 
O ladder de 100 pares de bases (M) mostra o gene 16S rRNA a aproximadamente 412 pb; 
que corresponde ao tamanho esperado do produto. A amostra 1 é a colônia padrão do 
consórcio (PD7); as linhas de 2 a 8 são produtos de PCR do gene 16S rRNA dos tratamentos 
R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, respectivamente. 

Fonte: Autora, 2020. 

 

5.2.5.5.4 Reação para o gene alkB  

Para o mix da reação de qPCR, foram utilizadas amostras de DNA extraído do 

experimento de biorremediação de cada reator ( R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, C4, C17, 

C30) e amostra padrão PD7 (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, com 8ng/µL de DNA diluído para 101 
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até 102), a fim de minimizar a inibição da PCR e adquirir um sinal dentro do padrão 

curva. Foi realizado um mix de reação para 71 amostras (pd8 1, 2,3,4,5,6,7, em 

quadruplicada +10 amostras de DNA do experimento em quadruplicada + 2 Branco= 

72),utilizando 14, 4µL de primer forward, e 14,4µL de primer reverse, 350,4µL de mix 

Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green (Agilent) e 277,4µL de água livre de nuclease de 

grau PCR. Foi dado um vórtex na amostra e 36µL foi adicionado em ependorf de 6µL 

correspondente a cada amostra.  

Foi inserido 4µL de DNA correspondente a cada amostra (1µL de DNA), no 

ependorf com os 36µL, totalizando 40µL. Foi dado um vórtex em cada mistura e para 

cada amostra foi adicionado um volume total de 10µL em cada poço da placa de PCR, 

três vezes, ou seja, em triplicata. A amostra foi levada ao equipamento Termociclador 

AriaMx Real-Time PCR System (Agilent©). 

  A qPCR foi realizada nas seguintes condições: 5 min a 95ºC, para 

desnaturação; 40 ciclos de 10s a 95ºC, 30s a 51ºC, 30s a 72ºC para o anelamento; 

30s a 95ºC, 30s a 51ºC, 30s a 95ºC para a polimerização. A análise da curva de melt 

foi realizada no final de cada reação para verificar a pureza do produto amplificado, 

detecção de produtos de PCR inespecíficos, como dímeros primários (Wang et al., 

2011).  Fragmento gBlock diluído e amostras utilizadas do consórcio para confirmação 

do gene. Foram detectadas bandas únicas para cada amostra, mostrando a 

especificidade dos pares de iniciadores (Figura 22). 

Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose (2%) de produtos de amplificação por PCR para 
o gene alkB 

 
M: Marcador de peso molecular 100pb. 

Fonte: Autora, 2020. 
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O produto foi extraído do gel foi purificado e utilizado para uma curva padrão e 

a (Figura 23), mostra a curva de melt dos padrões após o ensaio qPCR, enquanto a 

(Figura 24) mostra a curva padrão. A curva de fusão mostra apenas um pico 

correspondente a cerca de 70 graus, sem dímeros primários indicando a pureza e 

especificidade do produto de PCR. A curva padrão para o gene alkB mostraram 

eficiência que variou 97 a 104,3, inclinação (Slope) de -3,32 a -3,37 e R2 = 0.99.  

Figura 22 - Curva de fusão (Melt curve) dos amplicons do gene alkB durante a qPCR, todos 
com o mesmo pico e sem dímeros primários 

 

Fonte: Autora, 2020. 

 
Figura 23 - Curva padrão gerada a partir do gene alkB para quantificação do número de 
cópias 
 

 

Fonte: Autora, 2020. 
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5.2.5.5.5 Cálculo de quantidades de genes 

Para quantificar cópias dos genes 16S rRNA e alkB nas amostras de DNA, as 

curvas padrão de qPCR tiveram que ser estabelecidas com precisão. Os fragmentos 

dos genes para as curvas padrão foram encomendados e enviados a partir do 

gBlock™(IDT) em quantidades de 200 ng e depois reidratados com tampão TE. O 

número dos genes em uma alíquota foi calculado usando a massa (m) dos fragmentos 

em um determinado volume e o peso molecular (Wm) usando a seguinte equação: 

 

A solução estoque foi usada para criar uma diluição seriada (sete diluições) e 

a concentração das cópias dos genes foram calculadas no Software AriaMx Real-Time 

PCR System V.1.7 (Agilent©).  A partir dos ensaios de qPCR, os dados coletados 

foram baseados em uma curva padrão já estabelecida com uma eficiência de 85-

105% e R2> 0,99 e réplicas de padrões individuais com um desvio padrão do ciclo de 

limiar inferior a 0,5 ciclos. Nenhum modelo de controle negativo (NTCs) foram 

incluídos e não resultaram em outros produtos além do dímero primário. 

5.2.5.6 Análise estatística 

O resultado do número de cópias passou por tratamento estatístico e foram 

apresentados em gráficos com as médias. A média e o desvio pararão foram 

calculados através do Microsoft Excel 2016.  

 

5.3 RESULTADOS E DICUSSÃO  

As discussões dos resultados obtidos ao longo de cada experimento de 

biorremediação, análises físicas, químicas, geoquímicas microbiológica e molecular 

estão apresentadas a seguir. 
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5.3.1Caracterização do petróleo utilizado no experimento para processo de 

biorremediação  

Os óleos provenientes do Campo: Norte Fazenda Caruaçu – Bacia do 

Recôncavo, profundidade: 1064,0 m, são considerados leves, uma vez que, 

apresentam o grau ºAPI @ 20 ºC: 37,36 e densidade @ 20 ºC: 0,8371, do tipo 

parafínico (>presença de n 35 alcanos) e baixa quantidade de compostos NSO.  Este 

óleo é de origem lacustre de água doce, e apresenta as seguintes características 

(Tabela 4).  

Tabela 4 - Caracterização do petróleo utilizado no experimento- Campo: Norte Fazenda 
Caruaçu- Bacia do Recôncavo 

Alcano Concentração 

mg/Kg= ppm 

Concentração 

µg/Kg = ppb 

LQM 
(ppm) 

PRISTANO 3,61 3606,84 1,15 

FITANO 2,12 2119,09 1,45 

HTP 406,41 406410,59 N.A. 

UCM 67,21 67210,34 N.A. 

PRISTANO/FITANO 1,7 
 

N.A. 

PRISTANO/n-C17 0,21 
 

N.A. 

FITANO/n-C18 0,15 
 

N.A. 

Fonte: Autora, 2020. 

Foi realizado o fracionamento do óleo, e, o perfil óleo da Bacia de Recôncavo 

possui uma distribuição bimodal das n-parafinas, que pode ser visualizada nos tempos 

de retenção entre 8 e 30 minutos, com maiores abundâncias nos picos (nC14-nC17) 

e (nC24-nC27), é classificado como óleo leve (°API superior a 29,5), do tipo parafínico 

(>presença de n-alcanos), com baixa proporção de compostos NSO. 

 

5.3.2 Monitoramento do experimento para processo de biorremediação 

Os manguezais apresentam grandes variações de pH e temperatura, detém 

grande aporte de matéria orgânica com alta produtividade primária, riqueza e 

diversidade microbiana para realização da ciclagem de nutrientes no ecossistema. 

Entretanto, para que aconteça a biorremediação de manguezal com petróleo, os 
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microrganismos dependem de fatores ambientais favoráveis ao processo, como 

temperatura adequada, pH, aceitador de elétrons, salinidade, oxigênio, genes 

degradadores e biodisponibilidade do petróleo e de nutrientes como fósforo e 

nitrogênio para os microrganismos. Experimentos de biorremediação, em condições 

semelhantes ao ambiente natural, permitem demonstrar a capacidade de degradação 

de xenobióticos, ou seja, de substâncias estranhas ao ambiente, a exemplo do 

petróleo e seus componentes, portanto os biorreatores são importantes, pois 

possibilitam o controle das variáveis químicas, físicas e biológicas, permitindo a 

avaliação de diferentes respostas microbianas aos ambientes poluídos 

(DELLAGNEZZE et al., 2016). 

Figura 24 - Variação dos parâmetros físico-químicos encontrados no experimento de 
biorremediação 
 

     

Fonte: Autora, 2020. 
 

Conforme mostras Figura 25, os fatores que mais variaram no processo. A 

temperatura, apresentou valor mínimo de 28, 8ºC no R7 e o valor máximo de 30, 9ºC 

no R1, este parâmetro exerce forte influência na biorremediação, uma vez que, 

acelera as reações químicas e enzimáticas dos microrganismos, fazendo-os crescer 

rapidamente. A temperatura ideal para biodegradação é de 15 a 30 °C para processos 

aeróbicos e 25 a 35 °C para processos anaeróbicos (SANTOS, et al., 2011). Portanto 

a temperatura manteve-se adequada ao processo de biorremediação. 
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A salinidade variou pouco apresentando o percentual mínimo de 38% no R3 e 

o percentual máximo de 43% no R6. Esta baixa variação da salinidade pode ter 

relação com a temperatura, que se manteve praticamente constante, ou pelo fato de 

o sistema de biorreator fechado reduzir a evaporação, considerando que o aumento 

da temperatura favorece o processo de evaporação da água, tornando-a mais 

salina. Em ambiente natural a salinidade depende do comportamento das marés, e 

pode afetar a degradação de compostos oleosos em alguns manguezais (SANTOS, 

et al., 2011). O oxigênio dissolvido oscilou significativamente, apresentando o menor 

percentual em torno de 12,5% no R2, e 66, 5% no R7,  o oxigênio é um aceitador final 

de elétrons no metabolismo microbiano, participando das principais vias de 

degradação de hidrocarbonetos, e sua limitação é uma das razões para a redução da 

biodegradação de óleo nos manguezais (SANTOS, et al., 2011).  

O valor mínimo de condutividade elétrica foi de aproximadamente 66,0 m's no 

R5, e o valor máximo foi de 67,0 m’s no R3. O pH se manteve em torno de 7, em todos 

os biorreatores, valores inferiores ao encontrado, são referidos como ácidos,  acima 

disso são considerados alcalinos (MADIGAN et al., 2016), este parâmetro  determina 

bioquimicamente a prevalência de degradação da molécula influenciando a atividade 

microbiana, desta forma, dependendo do valor de pH do meio, haverá ou não atividade 

microbiana atuando sobre a degradação do petróleo. 

O carbono, fósforo e nitrogênio são macronutrientes importantes para manter 

as células microbianas. Ao contrário das bactérias autótrofas, as bactérias 

heterotrofias, não conseguem sintetizar suas próprias estruturas celulares a partir de 

dióxido de carbono (CO2) atmosférico, precisam retirar carbono de variadas estruturas 

orgânicas como ácidos graxos, bases nitrogenadas, compostos aromáticos e 

hidrocarbonetos.  Outros nutrientes como o hidrogênio, oxigênio, enxofre, potássio, 

sódio, cálcio e magnésios são requeridos em quantidades menores para a síntese de 

ácidos nucleicos, vitaminas, proteínas e crescimento celular (MADIGAN et al., 2016). 

Portanto, a biorremediação pode ser melhorada se esses nutrientes forem 

fornecidos às bactérias residentes, tendo em vista que o petróleo é um composto 

deficiente em nitrogênio e fósforo (SHAHI et al., 2016). Neste estudo o carbono 

orgânico em torno de 2,59% no quarto dia e 2,18% no trigésimo dia.   O nitrogênio é 

um macronutriente muito importante para qualquer célula microbiana e geralmente os 

procariotos utilizam a amônia como fonte de nitrogênio. O N2 só consegue ser 

utilizado como fonte de nitrogênio, por bactérias fixadoras (MADIGAN et al., 2016), tal 
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elemento é utilizado pelas bactérias, para formação de proteínas e componentes 

básicos da biomassa (ESTEVES, 1998).  Neste trabalho, os valores de nitrogênio se 

apresentaram abaixo do limite de detecção do equipamento Leco (<0,10), portanto 

não foi possível avaliar se houve consumo desse elemento pelo consórcio, entretanto, 

considerando que o crescimento dos microrganismos depende da presença do 

nitrogênio (MADIGAN et al., 2016), houve crescimento microbiano, isso pode ser 

explicado pelo uso da folha de manguezal como nutriente. 

Outra explicação para que consigamos avaliar a presença desse nutriente seria 

através da determinação do nitrato e amônia, entretanto estas não foram as formas 

de nitrogênio analisadas. O fósforo é um elemento fundamental para o metabolismo 

dos microrganismos, uma vez que, participa da estruturação da membrana celular, 

por meio dos fosfolipídios (ESTEVES, 1998).  Conforme mostra a Figura 26, houve 

uma diminuição da concentração de fósforo no sedimento ao longo do tempo, 

apresentando valores entre 100 e 110 mg/kg com 6% de consórcio no décimo sétimo 

dia, 117,5 mg/kg com 3% de consórcio e 92,5 mg/kg no trigésimo dia com 9% de 

consórcio, desta forma, o consumo desse elemento relaciona-se proporcionalmente 

com o tempo e o porcentual de microrganismos adicionados.   

Figura 25 - Valores da concentração de fósforo (mg/kg) durante o tempo de experimento 

 

Fonte: Autora, 2020. 
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cultura, as bactérias passam por três fases, denominadas fase lag, cujo crescimento 

é iniciado após um período de tempo; fase exponencial, quando a população duplica-

se em intervalos regulares por um curto ou longo período de tempo e fase estacionária 

quando há uma limitação no crescimento e morte da população, devido à escassez 

de nutrientes essenciais (MADIGAN et al., 2016). 

Figura 26 - Crescimento microbiano ao longo do tempo do experimento de biorremediação 
 

 

Fonte: Autora, 2020. 

A maior quantidade de UFCs ocorreu no quarto dia, com 9% de consórcio, 

corroborando para o sucesso do bioaumento, entretanto, no trigésimo dia com 9% de 

consórcio houve pouco crescimento, isto pode ter relação com a biodisponibilidade 

dos nutrientes ao longo do tempo limitando o crescimento populacional (Figura 27). 

Além disso, tratando-se de microrganismos diferentes pode haver exigências 

nutricionais diferentes, sendo necessário oferecer os nutrientes adequados e em 

concentrações adequadas (MADIGAN et al., 2016).  

No décimo sétimo dia, houve um declínio de microrganismo ao longo do tempo, 

no trigésimo dia houve uma diminuição no crescimento dos microrganismos (R7), se 

comparados aos biorreatores do quarto dia com a mesma quantidade de consórcio. 

Isso pode ter relação a biodisponibilidade do nutriente fósforo, que inicialmente 

apresentava a concentração de 192,5 mg/Kg no R4 e diminuiu para 117,50 mg/Kg R6, 

e 92,50 mg/Kg no R7 e com a biodisponibilidade do petróleo, que nos primeiros dias 

de experimento esteve mais acessível aos microrganismos.  
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Isto porque conforme o passar do tempo, o petróleo é adsorvido no mineral 

argila presente no sedimento, dificultando o acesso dos microrganismos ao petróleo. 

Segundo DANTAS (2016), para melhor entendimento a respeito da biodegradação 

por este consórcio, é necessário identificá-lo a nível molecular e isolar as enzimas 

responsáveis pela degradação de hidrocarbonetos, trabalho que vem sendo realizado 

pelo grupo de pesquisa GEOMICRO, no Instituto de geociências da Universidade 

Federal da Bahia. 

 O monitoramento da abundância de genes de degradação de hidrocarbonetos 

é essencial para compreender o potencial catabólico da comunidade microbiana 

degradante em um ambiente. Esse conhecimento pode ser aproveitado para 

aumentar a eficiência da biorremediação; pois, entender o comportamento das 

populações microbianas hidrocarbonoclásticas é um pré-requisito para um processo 

de implementação de biorremediação bem-sucedido (BAEK et al., 2009).  

A pesquisa do GEOMICRO sobre o sequenciamento de DNA do consórcio 

utilizado neste experimento, constatou que das 10 cepas de bactérias 7 possuem o 

gene Alkane hydroxylase (alkB), que produz enzimas degradadoras de n-alcanos. A 

quantificação de genes degradadores de hidrocarbonetos traz informações sobre a 

resposta da comunidade microbiana indígena ao óleo residual, constituindo um passo 

importante na compreensão de muitos processos ecológicos (HASSANSHAHIAN et 

al., 2014; SHAHI et al., 2016).  

O gene 16s rRNA, compõem regiões do ribossomo de bactérias que sofreram 

poucas variações durante a evolução, por isso é utilizado para reconstrução 

filogenética, avaliação da diversidade e presença ou ausência de microrganismos, em 

amostras ambientais. O maior número de cópias desse gene foi encontrado R2 

(1.008±350) X106 seguido do R1(915±350) X106, R7 (443±310) X106, R4 (345±143) 

X106, R3 (287±112) X106. O maior número de cópias no R2, relaciona-se 

positivamente com a bioaumentação e o alto número de UFC, visto no gráfico abaixo: 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3860262/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3860262/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3860262/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3860262/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3860262/
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Figura 27 - Número de cópias do gene 16SrRNA durante o tempo de experimento de 
biorremediação 

 

Fonte: Autora, 2020. 

O gene alkB possui a principal enzima de degradação de alcanos em bactérias, 

suas hidroxilases alcalinas (AHs) são amplamente encontradas em bactérias gram 

positivas e gram negativas (NIE et al., 2014). Conforme mostra a Figura 28, o maior 

número de cópias do gene alkB ocorreu no R1 (3% de consórcio) seguido do R6 (3% 

de consórcio), R3 (6% de consórcio),entretanto esperava-se encontrar maiores 

números de cópias no R2 e R7, com as maiores porcentagens de consórcio (9%).  

A quantificação do alkB nos biorreatores R2 e R5 não foi possível, 

provavelmente devido à dificuldade de limpeza da extração de DNA do sedimento, as 

substâncias húmicas presentes na amostra consistem em inibidores de PCR, 

impedindo a amplificação do gene. 

Foi observado, que o número de cópias (gene/solo) do gene alkB apresentou 

os seguintes valores em cada biorreator: R1 (2.5±0.8)X 106, R3 (2.12±1.5)X106, R4 

(1.3±1.2) X106, R6 (2.23±1.6)X106 e R7(2.4±0.6) X106, todos inferiores ao número de 

cópias do gene 16S rRNA encontrado nos mesmos biorreatores R1(915±350) X106, 

R2 (1.008±350) X106, R3 (287±112) X106, R4 (345±143) X106, R6 (100±87) X106 e 

R7 (443±310) X106, isto devido ao fato do 16SrRNA estar presente em todas as 

bactérias, enquanto o gene alkB encontra-se apenas em bactérias 

hidrocarbonoclásticas.  
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Figura 28 - Número de cópias do gene alkB ao longo do tempo de experimento 

 

Fonte: Autora, 2020. 

Conjuntos diferentes deste gene codificam enzimas com faixas de substratos 

distintas, podendo mineralizar alcanos de cadeia mais longa (C30-C40) (LIU et al., 

2015), além disso, enzimas hidroxilases de actinomicetos quando são fundidas com a 

proteína rubredoxina pode promover a degradação de n-alcanos com comprimento 

até C32 (GIEBLER et al., 2014; NIE et al., 2014).  

 Sabe-se que após a degradação pelo alkB, outros genes atuam na degradação 

das cadeias maiores de n-alcanos, entretanto, o gene alkB é o marcador genético 

funcional mais adequado para monitorar a degradação de n-alcanos no ecossistema, 

se comparados com marcadores genéticos filogenéticos, presentes em 

microrganismos que exercem outras funções (GIEBLER et al., 2014).  

 Desta forma, a análise metagenoma dos ambientes contaminados por petróleo 

é a abordagem que permite uma melhor avaliação das comunidades microbianas, pois 

traz informações sobre todos os genes funcionais envolvidos na degradação de 

hidrocarbonetos alifáticos e ainda de hidrocarbonetos aromáticos (ABBASIAN et al., 

2016).  
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5.3.3 Avaliação da degradação de n-alcanos no experimento para processo de 

biorremediação 

A baixa biodisponibilidade do petróleo para os microrganismos é uma das 

principais razões para a limitação da biodegradação do óleo. isto acontece, devido a 

interação dos hidrocarbonetos com os componentes do solo ou sedimento, formando 

agregados óleo mais solo, difíceis de serem removidos. 

Tabela 5 - Granulometria do sedimento de manguezal utilizado no experimento  

Granulometria Concentração 
kg-1 

Areia grossa  10,03g 

Areia fina  2,69g 

Areia muito fina  18,73g 

Silte  59,99g 

Argila  8,57g 

Fonte: Autora, 2020.  

Como mostrado na Tabela 5, a granulometria do sedimento de manguezal 

utilizado neste trabalho, é constituída majoritariamente por silte (60%) e areia muito 

fina (19%), desta forma, considera-se que a granulometria, quantidade de matéria 

orgânica, porosidade, densidade da partícula e composição mineralógica, são fatores 

que facilitam a entrada do óleo no solo ou sedimento (SANTOS et al., 2014).  

Os constituintes do petróleo podem ser retidos pelos sólidos do solo, por 

infiltração e retenção nos poros, ou por adsorção à superfície das partículas. Em 

sedimentos com muita matéria orgânica, a adsorção ocorre por troca de cátions 

(moléculas orgânicas carregadas positivamente), formação de pontes de hidrogênio, 

interação de Van der Waals, troca de ligantes, transferência de cargas e formação de 

ligações covalentes (ANDRADE et al., 2007). 

O petróleo utilizado no experimento é do tipo parafínico (> presença de n 35 

alcanos) e baixa quantidade de compostos NSO (ANDRADE et al., 2007). Conforme 

mostra a Figura 30, houve uma diminuição nos picos de n-alcanos durante os tempos 

de experimento, com diferentes quantidades de consórcio microbiano.  
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Figura 30- Perfil cromatográfico dos HTPs (n-C8 a n- C40) do óleo do Campo: Norte Fazenda 
Caruaçu- Bacia do Recôncavo, adicionado no experimento de biorremediação. O eixo X 
representa o tempo de retenção em minutos e o eixo Y refere-se a abundância 

Concentração inicial                                                             R1(4 dias e 3% de consórcio). 

      

R2 (4 dias e 9% de consórcio).                          R3 (17 dias e 6% de consórcio). 

      

R4 (17 dias e 6% de consórcio)                       R5 (17 dias e 6% de consórcio) 

      

R6 (30 dias e 3% de consórcio)                       R7 (30 dias e 9% de consórcio) 
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Conforme mostra a Figura 31, quatro dias após a adição do petróleo no 

experimento de biorremediação com sedimento de manguezal e consórcio 

microbiano, foi realizada a primeira coleta do experimento e após a análise de HTP, 

foi possível observar uma grande redução dos n-alcanos (n-C8 a n-C16). 

Figura 31 - Cromatograma com os picos de n-alcanos dos biorreatores (R1) e (R2), do quarto 
dia de experimento 

 

Fonte: Autora, 2020. 

Observando o cromatograma do quarto dia de experimento, pode-se perceber 

uma maior diminuição nos picos de n-alcanos (n-C24 ao n-C38), no biorreator R2 com 

9% de consórcio microbiano, nestes dias iniciais, o óleo esteve mais biodisponível 

para os microrganismos que provavelmente começaram a atingir o crescimento 

exponencial, visto na Figura 27(crescimento microbiano) e na Figura 29 (número de 

cópias do gene alkB, degradador de n-alcano).   

 No cromatograma do décimo sétimo dia de experimento, observa-se grande 

redução nos picos de n-alcanos, se comparados com o quarto dia. Entretanto, 

analisando os três cromatogramas do ponto central em triplicata do experimento, 

verifica-se que apesar de ambos possuírem a mesma quantidade de consórcio 

microbiano, submetidos a mesma quantidade de dias, há diferenças nas taxas de 

degradação e no número de cópias do gene alkB (Figura 29). Isto porque mesmo 
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submetidos as mesmas condições os microrganismos respondem de maneiras 

diferentes. 

Figura 32 - Cromatograma com os picos de n-alcanos dos biorreatores (R3), (R4) e (R5), do 
décimo sétimo dia de experimento 

 

Fonte: Autora, 2020. 
 

Além disso, foi utilizado um consórcio microbiano composto por 

microrganismos que provavelmente degradam diferentes frações do óleo. Isto é 
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consórcio, pois a cooperação das atividades metabólicas dos membros do consórcio 

aprimoram o processo, de forma que, alguns membros podem utilizar os compostos 

intermediários oriundos da degradação de compostos maiores, aumentando a taxa de 

biodegradação (WANAPAISAN et al., 2018).  

O cromatograma do trigésimo dia, mostra grande redução dos picos de n-
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consórcio, a biodegradação é muito mais eficiente quando há um maior percentual de 

microrganismo. 

Figura 33 - Cromatograma com os picos de n-alcanos dos biorreatores (R6) e (R7), do 
trigésimo dia de experimento 

 

Fonte: Autora, 2020. 

As razões n-C17/Pristano e nC18/Fitano apresentaram valores baixos (<1), 

indicando a presença de resíduos de óleo degradado, dando indícios de que o 

sedimento coletado do manguezal possui contaminação antiga por petróleo.  

Figura 34 - Razão Pristano/n-C17 e Fitano/n-C18 

 

Fonte: Autora, 2020. 
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5.4 CONCLUSÃO  

Através do monitoramento dos parâmetros físico-químicos, microbiológico, 

geoquímico e molecular, foi possível observar que o experimento de biorremediação 

apresentou condições ideais para a biodegradação de n-alcanos. A correlação entre 

a abundâncias do gene alkB e a degradação de n-alcanos é um método válido para 

entender a biorremediação em sedimento de manguezais contaminados com petróleo. 

O número de cópias do gene alkB foi proporcional a redução dos picos de n-alcanos, 

de modo que, nos biorreatores que apresentaram maiores degradações, foram 

encontradas maiores quantidades de gene alkB. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O planejamento fatorial aplicado no experimento de biorremediação explicou 

93,4% dos dados e indicou a variável tempo, como a que exerce maior influência na 

biorremediação, corroborando com os resultados dos cromatogramas, sendo possível 

verificar a significância estatística das vaiáveis tempo e porcentagem de consórcio a 

um nível de 95% de confiabilidade; 

Através do monitoramento dos parâmetros físico-químicos, foi constatado que o 

experimento de biorremediação montado apresentou condições ideais para a 

biodegradação dos hidrocarbonetos do petróleo; 

Não foi possível monitorar as concentrações de nitrogênio ao longo do tempo de 

experimento, pois esteve abaixo do limite de detecção do equipamento ao qual a 

análise foi realizada; 

O monitoramento dos nutrientes mostrou que, o fósforo esteve disponível para 

os microrganismos e foi consumido ao longo do tempo, entretanto, houve pouca 

variação de carbono orgânico; 

A abundância do gene alkB e do gene 16S rRNA variou ao longo do tempo de 

experimento; houve correlação entre o número de cópias do gene alkB e a degradação 

da fração saturada do petróleo; 

Houve relação entre o número de cópias do gene 16srRNA e a contagem de 

microrganismos ao longo do tempo de experimento; apesar de a contagem de 

microrganismos ser um método considerado impreciso;  

A partir dos resultados obtidos, recomenda-se para trabalhos futuros que o 

consórcio microbiano seja bioestimulado durante a biorremediação com adição de 

nitrato e amônia, que constituem a principal fonte de nitrogênio assimilável para os 

microrganismos; 

Entender a proporção de nutrientes presente nas cápsulas microbianas, bem 

como, a quantidade exata de microrganismos e utilização biossurfactante para 

melhorar a biodisponibilidade do petróleo para os microrganismos; 

Monitorar genes que possuem apenas uma única cópia em bactérias, para inferir 

a quantidade exata desses microrganismos no consórcio e monitorar seu crescimento 

ao longo do tempo com maior refino e confiança; 
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Otimizar a técnica de extração e purificação de DNA em amostras de sedimento 

de manguezal e quantificar os genes degradadores de compostos aromáticos 

presentes no petróleo. 
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