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RESUMO 

 

O presente estudo objetivou selecionar um consórcio microbiano misto quanto à 
biodegradação de bunker, bem como estudar as condições mais favoráveis para 
esse processo. Inicialmente, linhagens isoladas da água do mar da região portuária 
de Suape – PE foram submetidas a um teste para avaliar a ocorrência de interações 
microbianas e, em seguida, consórcios microbianos foram montados e o mais 
promissor foi selecionado por meio de indicadores redox. As linhagens do consórcio 
selecionado foram aclimatadas a teores crescentes de bunker (1%, 2% e 3%, v/v) e 
de NaCl (1%, 2% e 3%, p/v). Um ensaio prévio, em frascos agitados, foi realizado 
para caracterizar o crescimento do consórcio selecionado. Posteriormente, aplicou-
se um planejamento experimental 23 para investigar a influencia das variáveis 
(temperatura, pH, relação C:N) no processo de biodegradação e finalmente um 
experimento em biorreator  empregando as melhores condições encontradas no 
planejamento experimental. A avaliação das interações microbianas permitiu compor 
oito diferentes consórcios (C1 a C8). Os testes com os indicadores redox apontaram 
o consórcio C5 como o mais promissor, sendo constituído por 3 bactérias, 1 
levedura e 2 fungos filamentosos. No ensaio prévio de biodegradação, o consórcio 
C5 alcançou degradação dos constituintes alifáticos e aromáticos superior a 70% e a 
30%, respectivamente, o que demonstrou a importância da execução precedente de 
um processo de aclimatação. As variáveis estudadas: relação C:N, temperatura e pH 
foram estatisticamente significativas nesta sequencia, obtendo-se uma 
biodegradação de hidrocarbonetos totais de 93,5%. O ensaio em biorreator foi 
conduzido nas melhores condições encontradas no planejamento experimental 
(temperatura = 25ºC, pH = 6, relação C:N = 150:1), e se alcançou níveis de 
degradação otimizados para os constituintes do bunker. Tanto no ensaio prévio de 
biodegradação como no experimento em biorreator, o consórcio C5 apresentou um 
crescimento apreciável em duas fases, sugerindo um comportamento diáuxico. 
Portanto, o consórcio C5 é capaz de degradar o óleo combustível marítimo em 
questão, podendo ser utilizado como agente biorremediador em técnicas de 
biorremediação ex-situ de ambientes poluídos por bunker. 
 
Palavras-chave: Biodegradação. Biorreator. Biorremediação. Bunker. Crescimento 
diáuxico. Consórcio Microbiano Misto. HPAs. Região Portuária de Suape – PE. 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

The present study aimed to select a mixed microbial consortium regarding the 
biodegradation of bunker and study the most favorable conditions for this process. 
Initially, strains isolated from sea water of the port of Suape – PE were subjected to a 
test to assess the occurrence of microbial interactions and then microbial consortia 
were mounted and the most promising was selected by redox indicators. The 
selected strains of the consortium were acclimated to increasing levels of bunker 
(1%, 2% and 3%, v/v) and NaCl (1%, 2% and 3%, w/v). A preliminary test in shake 
flasks was performed to characterize the growth of the consortium selected. 
Subsequently, It was applied an experimental design 23 to investigate the influence of 
variables (temperature, pH, C: N ratio) in the biodegradation process and finally an 
experiment in bioreactor employing the best conditions found in the experimental 
design. The assessment of microbial interactions allowed compose eight different 
consortia (C1 to C8). Tests with redox indicators pointed to a consortium C5 as the 
most promising, consisting of three bacteria, one yeast and two filamentous fungi. In 
the preliminary test, the consortium C5 reached degradation of aliphatic and aromatic 
constituents over 70% and 30%, respectively, which demonstrated the importance of 
the implementation of a previous acclimatization process. Variables studied: C:N 
ratio, pH and temperature were statistically significant in this sequence, obtaining a 
total hydrocarbon biodegradation of 93.5%. The test bioreactor was conducted under 
the best conditions found in the experimental design (temperature = 25°C, pH = 6, C: 
N ratio = 150:1), and reached levels of degradation optimized for the constituents of 
the bunker. In both preliminary test of biodegradation and the bioreactor experiment, 
the consortium C5 showed appreciable growth in two phases, suggesting diauxic 
behavior. Therefore, the consortium C5 is capable of degrading marine fuel oil in 
question, can be used as an agent biorremediador in ex-situ bioremediation 
techniques of environments polluted by bunker.  
 

Key-words: Biodegradation. Bunker.  Microbial consortium. Bioremediation. Port of 
Suape – PE. Diauxic growth. PAHs. Bioreactor. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Para atender a demanda energética da população atual, vários recursos 

naturais têm sido explorados, porém a principal fonte de energia no mundo ainda 

continua sendo os hidrocarbonetos de petróleo. Isto faz, portanto, com que estes 

compostos sejam os poluentes globais mais frequentes (SATHISHKUMAR et al., 

2008). 

O derrame de óleo por acidentes navais, especialmente a partir de navios 

cargueiros de grandes dimensões, tem se tornado uma das formas, cada vez mais 

frequentes, de poluição marinha. Estes navios comumente armazenam grandes 

quantidades de óleo combustível marítimo, que uma vez derramado, traz efeitos, 

comprovadamente, catastróficos aos ambientes aquáticos (ARA, NOJIMA e HIROMI, 

2002; HUA, 2006). 

Estratégias para controlar a contaminação ambiental por petróleo e ou 

derivados têm sido objeto de vários estudos nas últimas três décadas. Quando um 

derrame ocorre, a primeira ação é remover a fase oleosa por processos mecânicos 

ou por meios físico-químicos por meio da aplicação de agentes tensoativos para 

dispersar a camada de óleo (MIRANDA et al., 2007).  

Devido a seus custos e benefícios, a biorremediação custitui uma alternativa 

muito atraente que tem sido utilizada para eliminar ou minimizar os efeitos dos 

poluentes, empregando micro-organismos com potencialidade para biodegradação e 

sendo capazes de transformar os contaminantes em substâncias menos tóxicas ou 

mineralizando-os (CERQUEIRA et al., 2012; SATHISHKUMAR et al., 2008).  

 Micro-organismos com capacidade para degradar hidrocarbonetos geralmente 

existem com baixa abundância em ambientes marinhos. No entanto, uma eventual 

poluição destes ambientes por hidrocarbonetos do petróleo pode estimular o 

crescimento desta microbiota e causar mudanças na estrutura das comunidades 

microbianas das áreas contaminadas (HARAYMA et al., 2004).  

A biodegradação de hidrocarbonetos complexos geralmente requer a 

cooperação de mais de uma única espécie. Isto é verdade para poluentes que 

possuem diferentes compostos na sua composição, tais como petróleo e derivados. 

Micro-organismos isolados podem metabolizar apenas uma parcela limitada de 

hidrocarbonetos, enquanto que populações mistas com ampla capacidade 

enzimática são necessárias para aumentar a taxa e a extensão da biodegradação 
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(GHAZALI et al., 2004). Além disso, o uso de um consórcio composto por micro-

organismos autóctones garante que este tenha alta tolerância à toxicidade dos 

hidrocarbonetos e seja resistente às variações do ambiente (HADIBARATA e 

TACHIBANA, 2009).  

Com o aumento das atividades de prospecção de petróleo no território 

brasileiro, é esperado um aumento na probabilidade de ocorrência de acidentes 

envolvendo este produto e seus derivados. A instalação da refinaria Abreu e Lima no 

terminal portuário de Suape, no estado de Pernambuco, provavelmente poderá 

contribuir para a incidência desse problema, o que torna importante um 

conhecimento mais aprofundado das possíveis consequências ambientais de um 

derrame junto à linha de costa marítima, sendo de extrema importância ecológica o 

estudo da biodegradação de combustíveis por micro-organismos oriundos desse 

local, visto que as praias próximas estão sujeitas à contaminação por poluentes 

provenientes do referido complexo portuário (FARIAS, 2006; MIRANDA et al, 2007; 

SOUZA, 2009). 

 Diante do exposto, esta pesquisa teve por objetivo avaliar a capacidade de 

degradação de óleo combustível marítimo bunker por micro-organismos, em 

consórcio, isolados da região portuária de Suape – PE. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Geral 

 

Promover a degradação do combustível marítimo bunker MF – 380 utilizando 

um consórcio misto de micro-organismos isolados da Região Portuária de Suape – 

PE. 

  

2.2. Específicos 

 

• Realizar a caracterização química elementar do combustível marítimo (bunker 

MF – 380); 

• Selecionar micro-organismos quanto à interação microbiana; 

• Compor consórcios mistos e selecionar o mais promissor por meio de 

indicadores redox;  

• Aclimatar as linhagens do consórcio selecionado a teores crescentes do 

combustível marítimo e também da salinidade; 

• Realizar planejamento experimental em frascos agitados com o consórcio 

selecionado visando a otimização das condições para a degradação do 

bunker; 

• Realizar ensaio em biorreator empregando as melhores condições 

selecionadas em frascos. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Biodegradação de Petróleo e Derivados 

 

 A degradação microbiológica é o mais dominante mecanismo de eliminação 

de produtos orgânicos no ambiente. A persistência de xenobióticos representa um 

risco real para os ecossistemas bem como para os seres humanos. Portanto, o 

conhecimento da biodegradabilidade de xenobióticos é um dos aspectos mais 

importantes na compreensão do seu comportamento no ambiente natural e durante 

o tratamento biológico de águas residuais (PAIXÃO et al., 2006).  

 Os derivados de petróleo são uma mistura complexa de hidrocarbonetos, e 

sua biodegradabilidade depende da biodisponibilidade destes, bem como da sua 

composição, comprimento da cadeia, ramificações, e dos efeitos estéricos e 

eletrônicos. Geralmente, os n-alcanos são mais susetíveis à degradação do que os 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, que, por sua vez, são menos degradáveis 

do que aromáticos monocíclicos (GOMES et al., 2009). A taxa de degradação de 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) é principalmente influenciada por 

fatores ambientais limitantes (salinidade, nutrientes, pH, temperatura, oxigênio) e 

pode não ser somente devido à capacidade enzimática de micro-organismos nativos 

degradadores de hidrocarbonetos (ATLAS, 1981). 

 A biodegradação de hidrocarbonetos complexos, particularmente aqueles 

constituidos por uma mistura de diferentes compostos, geralmente requer a 

cooperação de mais do que uma única espécie. Micro-organismos individuais podem 

metabolizar apenas uma faixa limitada de hidrocarbonetos, enquanto que, culturas 

mistas com amplo espectro enzimático são necessárias para aumentar a velocidade 

de biodegradação do petróleo (CHEN et al., 2009).  

Diversas populações microbianas têm sido detectadas em solos ou águas 

contaminados com petróleo. Esse fenômeno sugere fortemente que cada espécie ou 

gênero tem o seu papel nos processos de transformação de hidrocarbonetos. Nos 

últimos anos, tem-se demonstrado que muitas espécies de bactérias têm a 

capacidade de utilizar hidrocarbonetos de petróleo como única fonte de carbono e 

energia (CHEN et al., 2009 ). 

 Os fungos estão entre os micro-organismos mais ubíquos do planeta podendo 

ser considerados como decompositores primários de compostos orgânicos 
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encontrados em solos, sedimentos ou nos corpos d'água. No entanto, as atividades 

antropogênicas têm alterado o papel dos fungos na ciclagem de nutrientes e no 

acúmulo de matéria orgânica, sendo muitas espécies, hoje, também consideredas 

como degradadoras de hidrocarbonetos, as quais vêm sendo utilizadas em 

tecnologias de biorremediação de habitats de água doce e marinhas impactados por 

óleo (SADABA e SARINAS, 2010). 

 Uma fantástica diversidade e adaptabilidade são apresentadas por fungos na 

utilização de diferentes fontes de carbono, porém, suas habilidades podem diferir 

para degradarem hidrocarbonetos específicos, servindo como fonte de energia e 

biomassa. A composição química de um óleo pode também ser um fator que 

determina qual tipo o de fungo que pode crescer na fonte oleosa (HADIBARATA e 

TACHIBANA, 2009). 

As taxas de absorção e de mineralização de muitos compostos orgânicos por 

uma população microbiana dependem da concentração do composto 

(SATHISHKUMAR et al., 2008). A atividade microbiana é diretamente influenciada 

por diversos parâmetros bióticos e abióticos, entre estes, atenção especial deve ser 

dada à temperatura, pH, fontes de nitrogênio e fósforo, bem como microelementos 

(GOMES et al., 2009). Em condições de temperatura e pH extremos, é provável uma 

influência negativa sobre a capacidade das populações microbianas para 

degradarem hidrocarbonetos (SATHISHKUMAR et al., 2008). 

Quando há uma eventual poluição de ambientes marinhos por compostos do 

petróleo, micro-organismos hidrocarbonoclásticos, os quais geralmente existem em 

baixas densidades nestes ambientes, são estimulados a crescer nestas condições, 

causando mudanças na estrutura das comunidades microbianas das áreas afetadas 

(HARAYMA et al., 2004).  

Como a água do mar, geralmente, é pobre em nutrientes minerais biogênicos 

e fontes carbono e de energia, comunidades microbianas marinhas são bem 

adaptadas às baixas concentrações desses substratos. Portanto, a maioria dos 

micro-organismos que vivem em tais ambientes oligotróficos experimenta estresse 

severo quando exposta a um aumento súbito nos níveis de nutrientes, como nos 

casos vazamentos de petróleo. No entanto, algumas espécies são capazes de se 

adaptar rapidamente e, consequentemente, como resultado, se multiplicam e 

superam os seus concorrentes (GERTLER et al., 2010). 
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 A habilidade de micro-organismos halófilos ou halotolerantes em oxidar 

hidrocarbonetos na presença de altas concentrações de cloreto de sódio é uma 

vantagem para o tratamento biológico de ecossistemas salinos contaminados por 

petroderivados. O crescimento de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos e a 

degradação em condições salinas pode ser fortemente melhorada pela adição de 

nutrientes, tais como o extrato de levedura (ARULAZHAGAN, VASUDEVAN e 

YEOM, 2010). Altas salinidades ou amplos gradientes de salinidade podem limitar a 

degradação microbiana de compostos orgânicos, tornando os procedimentos 

convencionais de biorremediação ineficientes. Nestes casos, micro-organismos 

tolerantes à salinidade devem ser utilizados e os fatores físico-químicos devem ser 

otimizados a fim de garantir uma biorremediação bem sucedida (DIAZ et al., 2000). 

   

3.2. Estratégias de biorremediação 

 

A contaminação por petróleo e seus derivados tem causado sérios danos à 

saúde e ao meio ambiente e cada vez mais atenção tem sido dada para o 

desenvolvimento e implementação de tecnologias inovadoras para a remoção 

destes contaminantes (SATHISHKUMAR et al., 2008). 

Vários métodos padrão de laboratório foram desenvolvidos 

para avaliar a biodegradabilidade de produtos químicos, e estes são utilizados para 

prever a influência de biodegradação sobre o destino e transporte destes produtos 

químicos no ambiente. Estes métodos tentam razoavelmente simular as condições 

encontradas em um determinado ambiente ou ecossistema. Desta forma, os dados 

obtidos podem ser extrapolados para prever o que poderia ocorrer no ambiente real 

(PAIXÃO et al., 2006).  

Os métodos de biorremediação recebem aceitação popular como tecnologias 

ambientalmente promissoras para o tratamento de ambientes impactados por 

hidrocarbonetos. Além disso, os métodos biológicos têm uma grande vantagem, em 

termos de custos, sobre os tratamentos físico-químicos quando aplicados in situ 

para a remoção do óleo através dos micro-organismos (SATHISHKUMAR et al., 

2008). 

A biorremediação pode ser descrita como a conversão de compostos 

químicos por organismos vivos, especialmente micro-organismos, em energia, 

massa celular e resíduos biológicos (SATHISHKUMAR et al., 2008). A 
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biorremediação se baseia na utilização de micro-organismos que possuem a 

habilidade de degradar poluentes, mineralizando-os ou transformando-os em 

compostos menos tóxicos em ambientes tanto terrestres quanto aquáticos 

(TROQUEST, 2003).  

 Um benefício da técnica de biorremediação é que uma ampla faixa de 

compostos do petróleo é submetida a esse processo, incluindo hidrocarbonetos 

alifáticos de cadeia ramificada e não ramificado e compostos aromáticos. Para 

avaliar a biorremediação como um processo ativo, faz-se necessário uma 

quantificação do número de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos 

presentes numa amostra. Apesar de se caminhar em direção a uma abordagem 

molecular, existe ainda uma grande confiança nas técnicas de quantificação 

tradicionais, incluindo o número mais provável (NMP) e número de unidades 

formadoras de colônias (UFC) (COULON et al., 2010). 

Para otimizar o processo de biorremediação, além do micro-organnismo com 

capacidade de degradar a fonte de carbono contaminante, outros parâmetros devem 

ser levados em consideração tais como água, oxigênio e recursos nutricionais de 

nitrogênio e de fósforo. A falta de qualquer um dos parâmetros mencionados faz 

com que o processo de recuperação, em condições naturais, seja ineficiente (TYAGI 

et al., 2011). No entanto, o componente-chave na biorremediação são os micro-

organismos, que produzem as enzimas envolvidas nas reações de degradação que 

conduzem à eliminação ou desintoxicação do poluente químico (CERQUEIRA et al., 

2012).  

 Estratégias que envolvem a adição de culturas semeadas (bioaumentação) ou 

a adição de nutrientes (bioestimulação) visam promover uma melhora nas taxas de 

degradação (TYAGI et al., 2011). A bioaumentação tem sido proposta como uma 

alternativa para o aumento da eficiência do processo de degradação em ambientes 

contaminados. Esta técnica consiste na adição de micro-organismos e/ou enzimas 

ao ambiente contaminado, a fim de aumentar a taxa de biodegradação de 

hidrocarbonetos. Um passo crucial para o sucesso desse processo é o isolamento e 

seleção de um organismo ou um consórcio de micro-organismos capaz de promover 

a degradação eficiente da molécula em estudo (CERQUEIRA et al., 2012; 

HADIBARATA e TACHIBANA, 2009).  

A bioaumentação pode fazer uso de micro-organismos autóctones e/ou 

alóctones. Há um interesse particular na busca de micro-organismos com potencial 
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de degradação os quais sejam próprios dos locais contaminados devido às suas 

vantagens quando comparados com micro-organismo alóctones. Micro-organismos 

autóctones apresentam maior adaptabilidade para o meio, são mais resistentes às 

variações das condições ambientais locais, menos susceptíveis às variações 

genéticas causadas pelo estresse no meio, dentre outros (CERQUEIRA et al., 2012).  

A bioaumentação pode ser efetuada através da adição de cultura pura ou de 

consórcio microbiano ao local contaminado por compostos recalcitrantes tóxicos. A 

introdução de consórcio microbiano tem a vantagem sobre a cultura pura, porque o 

consórcio pode resistir a grandes variações no ambiente natural (CHEN et al., 2009; 

TYAGI et al., 2011). Esta técnica é mais adequada para os locais que (1) não têm 

células microbianas suficientes ou (2) a população nativa não possui as vias 

metabólicas necessárias para metabolizar os compostos alvos (TYAGI et al., 2011).  

A bioestimulação envolve a identificação e correção de fatores, tais como 

nutrientes que podem influenciar na taxa de biodegradação dos contaminantes por 

micro-organismo autóctone no local afetado, através da areação e/ou adição de 

micronutrientes selecionados. Entretanto, ela só é eficaz quando há populações 

microbianas degradadoras do substrato considerado (YAKUBU, 2007; TYAGI et al., 

2011). 

Tem sido demonstrado que a degradação de hidrocarbonetos do petróleo por 

uma dada população microbiana nativa pode ser favorecida pela presença de 

nutrientes necessários ao local contaminado. Hidrocarbonetos de petróleo 

derramados representam uma fonte substancial de carbono para os micro-

organismos autóctones, enquanto que, na maioria dos ambientes, a presença de 

nitrogênio e de fósforo é limitada. Assim, bioestimulação acelera a taxa de 

descontaminação, com a adição de um ou mais nutrientes limitantes da velocidade 

para melhorar o potencial de degradação das populações microbianas (TYAGI et al., 

2011).  

Além do tipo e da concentração dos nutrientes, os parâmetros físicos e 

ambientais também influenciam na taxa de mineralização de hidrocarbonetos por 

parte de bactérias degradadoras. Estes fatores incluem a composição química, o 

estado físico e a concentração do óleo cru ou de hidrocarbonetos do petróleo, 

juntamente com a temperatura, disponibilidade de oxigênio, salinidade, água, 

pressão e pH do local (TYAGI et al., 2011).  
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A biorremediação pode ser aplicada in situ ou ex situ. Dentre as tecnologias 

ex-situ, o uso de biorreatores apresenta maior aplicabilidade no tratamento de 

poluentes, permitindo o monitoramento efetivo do processo com maior controle das 

variáveis de processo, possibilitando uma redução do tempo de biotratamento 

(RAIMUNDO e RIZZO, 2002; BAKER e HERSON, 1994). 

 

3.3. Acidentes envolvendo derrames de combustível marítimo 

 

Aproximadamente entre 1,7 a 8,8 x 106 toneladas de óleo são despejadas no 

mar anualmente. Durante um eventual derrame de óleo, ocorre um aumento na 

comunidade de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos. Uma vez que 

os derrames implicam em perdas econômicas e ambientais, as autoridades e a 

indústria petroquímica foram forçadas a reduzir o risco de derrames através de 

modificações nas normas técnicas e procedimentos operacionais (GOMES et al., 

2009; SADABA e SARINAS, 2010). 

 Em 2006, o petroleiro Solar M/T naufragou na costa sul da Guimaras, 

Filipinas, e descarregou mais de 2x106 litros de óleo bunker C, que afetou 

sensivelmentte os habitats costeiros. Houve alteração na composição das espécies 

de fungos e de outras espécies dos sedimentos de mangue ou das praias afetadas. 

Em 2006, foram encontradas apenas 15 espécies de fungos nos locais 

contaminados, com a predominância de Aspergillus spp., sugerindo que estas 

espécies têm a habilidade para secretar enzimas que degradam o óleo, permitindo 

que elas usem os hidrocarbonetos como fonte de energia ou sugerindo que estas 

espécies tolerem altas concentraçõoes de óleo e alta toxicidade, permitindo-lhes 

prosperar em áreas impactadas por derrame de óleo. Em três anos, isto é, 2009, 

foram coletadas dezoito espécies também com predominância do gênero Aspergillus 

spp. (SADABA e SARINAS, 2010). 

 Em janeiro de 2000, no Brasil, houve o rompimento de um duto da Petrobras, 

localizado na baía de Guanabara, próximo às margens do manguezal adjacente à 

REDUC (Refinaria Duque de Caxias), que liberou cerca de 1,3 milhão de litros de 

óleo tipo combustível marinho bunker MF – 380, causando grandes danos às áreas 

de manguezais preservadas (FARIAS, 2006).  
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3.4. Combustíveis Marítimos 

 

 “Óleo combustível' é conhecido tipicamente como um LFNA (Líquido de Fase 

Não Aquosa) e inclui muitos outros produtos líquidos do petróleo, empregado na 

queima em fornos ou caldeiras para a geração de calor ou utilizado em motores para 

a geração de energia. É produzido a partir do um processo de destilação de petróleo 

e contém principalmente hidrocarbonetos de cadeia longa, em particular alcanos, 

cicloalcanos e aromáticos (LEE et al., 2011). 

 Existem vários tipos de óleos combustíveis marítimos, também conhecido 

como bunker. No portal da empresa distribuidora de referência no Brasil, 

PETROBRAS, são listados vários tipos de combustíveis marítimos (Quadro 1), 

sendo que o do tipo Bunker C é o mais relatado pela literatura em casos de 

derrames ou em trabalhos que focalizam a biodegradação de combustíveis de 

navegação (MOHR, LASLEY e BURSIAN, 2008; SCHWARTZ et al., 2004; 

RICHMOND, LINDSTROM e BRADDOCK, 2001). 

 

Tabela 1 – Principais combustíveis de navegação comercializados pela empresa 

PETROBRAS Distribuidora. 

 

                  Fonte: PETROBRAS (2012) 

 

Alguns trabalhos nacionais tratam de acidentes e processos de remediação 

de ambientes poluídos pelo combustível marítimo MF – 380. Um dos acidentes mais 

conhecidos com esse combustível foi o que ocorreu na baía de Guanabara no ano 

2000 (FARIAS, 2006; MENICONI, 2007).  

Combustíveis marítimos 
Óleo Combustível Marítimo Bunker C 

Óleo Combustível Marítimo MF-30 

Óleo Combustível Marítimo MF-40 

Óleo Combustível Marítimo MF-60 

Óleo Combustível Marítimo MF-80 

Óleo Combustível Marítimo MF-100 

Óleo Combustível Marítimo MF-120 

Óleo Combustível Marítimo MF-150 

Óleo Combustível Marítimo MF-180 

Óleo Combustível Marítimo MF-280 

Óleo Combustível Marítimo MF-320 

Óleo Combustível Marítimo MF-380 



24 
 

 Alguns trabalhos de pesquisa internacionais, além do bunker C, tratam 

também de acidentes e processos de biodegradação e biorremediação envolvendo o 

bunker A. No entanto, de um modo geral, são poucos os trabalhos sobre a 

degradação de petróleo e derivados que tratam de combustíveis marítimos (ARA, 

NOJIMA e HIROMI, 2002; KIM et al., 2000).  

O tipo mais comum de óleo nos ambientes marinhos é o óleo combustível 

bunker C, que é transportado ao longo das rotas marítimas e usado para alimentar 

os motores dos navios. (MOHR, LASLEY e BURSIAN, 2008). 

O combustível marítimo bunker C é um produto refinado do petróleo e o mais 

pesado dos óleos combustíveis, sendo constituído por diversas frações de 

hidrocarbonetos, dentre as quais a saturada, a aromática, as resinas, os asfaltenos, 

compostos contendo enxofre, dentre outras (RICHMOND, LINDSTROM e 

BRADDOCK, 2001; ZAJIC, SUPPLISSON e VOLESKY, 1974). Possui altas 

concentrações de n-alcanos, variando entre n-C12 e n-C34 e quantidades 

apreciáveis de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) de quatro a seis anéis 

fusionados, representando 5% ou mais da concentração total do óleo (RICHMOND, 

LINDSTROM e BRADDOCK, 2001). 

Devido à sua composição química e características físicas, o bunker C é 

lentamente degradado no ambiente, e dependendo das condições ambientais, pode 

persistir, relativamente inalterado, durante anos (MOHR, LASLEY e BURSIAN, 2008; 

SCHWARTZ et al., 2004). Quando derramado no mar, o bunker C tem 

comportamento semelhante ao petróleo, onde as frações mais leves, tais como os n-

alcanos, são perdidas mais rapidamente, muito provavelmente pela ação 

microbiana, restando frações mais pesadas, tais com as resinas e os compostos 

polares contendo nitrogênio, enxofre e oxigênio, resultando, consequentemente, 

num óleo altamente viscoso (RASHID, 1974; STROBEL e BRENOWITZ, 1981).  

 

3.5. Toxicidade dos compostos do petróleo 

 

A contaminação de solos e ambientes aquáticos por hidrocarbonetos de 

petróleo, como consequência de derrame acidental, pode causar graves danos aos 

organismos vivos. Os efeitos tóxicos do petróleo bruto incluem necrose hepática, 

congestão do fígado, degeneração da gordura e dissociação de hepatócitos. 

Pássaros e animais em áreas contaminadas com óleo são encontrados 
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apresentando emulsão preta no trato digestivo com odor de petróleo 

(SATHISHKUMAR et al., 2008; GOMES et al., 2009).  

O bunker C é bem mais tóxico do que os outros óleos do petróleo devido ao 

seu alto conteúdo em HPAs, que têm sido associados aos seguintes danos vitais: 

insuficiência reprodutiva, genotoxicidade, imunotoxicidade e mudanças 

hematológicas em animais marinhos (SCHWARTZ et al., 2004; MOHR, LASLEY e 

BURSIAN, 2008). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Amostra de bunker 

  

 A amostra de bunker, utilizada em todos os ensaios, foi cedida pela empresa 

Petrobras Transporte S.A – TRANSPETRO. O bunker em questão é identificado 

como óleo combustível marítimo MF-380, cuja caracterização físico-química está 

sumarizada na tabela 2. 

 

Tabela 2: Aspectos físico-químicos do bunker MF – 380. 

Propriedades físico-químicas 
Aspecto Líquido viscoso e escuro 
Odor Característico de hidrocarbonetos 
Ponto de fulgor 60°C  
Taxa de evaporação Muito lenta 
Inflamabilidade Produto inflamável 
Densidade 0,9878 g/mL 
Viscosidade 0,00038 m2/s 

           Fonte: PETROBRAS (2012).  

 

 

A análise química elementar do bunker foi realizada para a determinação das 

percentagens em massa de carbono (C), hidrogênio (H), nitrogênio (N) e enxofre (S) 

presentes na amostra oleosa. Essa análise foi executada pela Central Analítica do 

Departamento de Química Fundamental da UFPE (Central Analitica - DQF/UFPE). 

 

4.2. Micro-organismos 

 

Os micro-organismos utilizados neste trabalho (Tabela 3) foram isolados de 

diferentes pontos da água do mar, nas proximidades da empresa TERMOPE, 

localizada no Porto de Suape – PE, por meio da técnica de enriquecimento 

utilizando bunker ou óleo diesel como única fonte de carbono, e foram cedidos pelo 

Laboratório de Fármacos e Ensaios Antimicrobianos do Departamento de 

Antibióticos da UFPE (DAUFPE). Estas culturas microbianas foram mantidas em 

meios de cultura apropriados, a 4°C, pelo Laboratório de Processos Fermentativos 

situado do DAUFPE. 
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Tabela 3: Linhagens de bactérias e fungos isoladas da região portuária de Suape – PE. 

  Linhagens isoladas 

Bactérias 

P11B1 
P11B2 
P11B3 
P11B4 
P11B5 

Leveduras P12 

Fungos filamentosos 

P13F2A 
P13F2B 
P132 
P12F4B 
P22F2A 
P22F2B 
P23F4 

 

 

4.3. Composição do Inóculo 

 

Os inóculos foram utilizados na forma de blocos de ágar circulares (Ø = 6 

mm) onde cada linhagem é semeada e mantida a 30°C. Para as bactérias, os blocos 

de ágar foram retirados após 24 h de cultivo em meio Triptic-Soy-Agar – TSA 

(Tabela 5 do item 4.4). Para as leveduras e fungos filamentosos, os blocos foram 

retirados após 48 h e 72 h de cultivo em meio Sabouraud – SAB (Tabela 6 do item 

4.4), respectivamente. Para os consórcios, os inóculos foram constituídos tomando-

se um bloco de ágar de cada linhagem que compõe os consórcios.    

Para estimar a biomassa em cada bloco de ágar, as linhagens foram 

semeadas com o auxílio de swabs em placas de Petri (Ø = 90 mm) contendo os 

meios TSA ou SAB, conforme o micro-organismo (Figura 1A). Após incubação a 

30°C, toda a biomassa crescida na superfície dos meios em cada placa foi raspada 

com o auxílio de uma alça de Drigalski (Figura 1B) e lavada com água destilada 

estério, tomando-se o cuidado para não carregar também o meio de cultivo sólido e, 

em seguida, a suspensão foi filtrada em membranas de porosidade igual a 0,22µm e 

a biomassa retida seguiu para a determinação de peso seco. Deste modo, sabendo-

se quanto de biomassa há em uma área circular correspondente a uma placa de 

Petri de Ø = 90 mm, é possível estimar quanto de biomassa há em uma área 

correspondente a um bloco de ágar circular de 6 mm de diâmetro.  
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Figura 1 – Procedimentos para estimar a biomassa. A – Medida do diâmetro interno da 

placa de Petri. B – Remoção da biomassa para quantificação por peso seco. 
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4.4. Meios de cultura e manutenção das linhagens 

 

Os meios de cultura utilizados estão descritos nas tabelas 4 a 6.  

 

Tabela 4. Meio mineral de Bushnell-Haas (BH). 

Componente  

KH2PO4 1,00g 

K2HPO4 1,00g 

NH4NO3 1,00g 

MgSO4 0,20g 

FeCl3 0,05g 

CaCl2 0,02g 

Ágar                                                15g* 

Água destilada                              1L 

*Quando o meio é sólido. 

 Fonte: (ATLAS, 1995) 

                                     

Tabela 5. Meio Triptic-Soy-Agar (TSA). 

Componente  

Tripticase 15,0g 

Peptona de soja 5,0g 

NaCl 5,0g 

Ágar 15,0g 

Água destilada   1L 

pH 7,3 ±0,2 

Fonte: (ATLAS, 1995) 

 

 

Tabela 6. Meio Sabouraud (SAB). 

Componente  

Peptona 10,0g 

Glicose 40,0g 

Ágar 15,0g 

Água destilada   1L 

pH 6,5 ±0,2 

Fonte: (ATLAS, 1995) 
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As linhagens foram mantidas a 4ºC em placas de Petri contendo o meio TSA 

(Tabela 5) ou SAB (Tabela 6), conforme a natureza do micro-organismo, acrescidas 

de 1% (v/v) de bunker. Mensalmente, foram realizados repiques para renovar o meio 

de cultivo e manter as linhagens nestas condições. 

 

4.5. Avaliação de interações antagônicas entre as linhagens e composição de 

consórcios microbianos 

 

 As linhagens foram submetidas ao teste de antibiose, baseado no método de 

Bauer et al (1966), para verificar a ocorrência de interações antagônicas entre elas. 

Para isso, cada micro-organismo foi semeado em placas de Petri (Ø = 15 cm) com o 

auxílio de swabs, contendo o meio apropriado para cada gurpo microbiano. Em 

seguida, blocos de ágar (Ø = 6 mm), contendo cada linhagem já crescida a ser 

testada, foram transferidos para as placas dos micro-organismos teste e dispostos 

invertidos em posições equidistantes, conforme a figura 2. As placas foram 

incubadas a 30°C, sendo verificadas diariamente a ocorrência ou não da formação 

de halos de inibição em torno de cada bloco, indicando ocorrência ou não de 

antagonismo. Qualquer halo produzido, independente do seu diâmetro, foi 

considerado como inibição. Posteriormente, consórcios microbianos foram montados 

de modo a não conter linhagens que apresentarem antagonismo. Um segundo 

critério empregado na composição dos consórcios exigiu a presença de bactérias, 

levedura e fungos filamentosos, a fim de aumentar a possibilidade da degradação do 

bunker, em função da diversidade microbiana (GHAZALI et al., 2004). 
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Figura 2 – Teste de antagonismo: linhagens dispostas em posições equidistantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6. Seleção do consórcio mais promissor 

  

 Para a seleção do consórcio mais promissor quanto à capacidade em 

degradar bunker, foram utilizados, separadamente, dois indicadores redox: 2,6-

diclorofenol-indofenol (DCPIP) e 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazólio (TTC). Estes 

indicadores atuam como aceptores finais de elétrons, tendo a mesma função do 

oxigênio no processo de oxidação biológica, sendo possível prever se os consórcios 

a serem testados são capazes de oxidar algum dos constituintes presentes no 

bunker pela mudança de coloração do meio de cultura (HANSON, DESAI e DESAI, 

1993; GOMES et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2012). O DCPIP, quando reduzido, 

muda a coloração do meio de azul para incolor. Já o TCC, quando sofre redução, 

muda a coloração do meio de incolor para rosa. Os consórcios foram cultivados em 

frascos de Erlenmeyer (250 ml) contendo 50 ml de meio mineral de Büshnell-Haas 

(BH), 0,25ml de DCPIP ou TTC e 1% (v/v) de bunker como única fonte de carbono, 

submetidos à temperatura de 30±1ºC sob agitação de 150rpm. Controle abiótico foi 

utilizado em todos os ensaios. O consórcio que ocasionou a redução dos 

indicadores mais rápido foi o selecionado para os testes subsequentes. 

 

4.7. Aclimatação do consórcio selecionado 

  

As linhagens que compõem o consórcio microbiano selecionado foram 

submetidas a um processo de aclimatação durante 21 dias, variando-se, 
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simultaneamente, a concentração de bunker e de cloreto de sódio (NaCl) antes de 

serem utilizadas nos ensaios de biodegradação. A aclimatação para cada linhagem 

foi realizada em frascos de Erlenmeyer (500mL) contendo o meio BH (tabela 4 do 

item 4.4) com o pH inicial ajustado para 7.0, dois blocos de ágar (Ø = 6 mm) do 

micro-organismo e concentrações crescentes de bunker (1%, 2% e 3%, v/v) e de 

NaCl (1%, 2% e 3%, p/v). Os frascos foram mantidos à temperatura de 30ºC, sob 

agitação de 150rpm (Incubadora Tecnal, modelo TE-421, com agitador orbital) e as 

transferências ocorreram a cada 7 dias, sendo transferido um volume do material 

bioprocessado equivalente a 10% para compor o inóculo da próxima condição. Após 

a etapa final, a biomassa e o pH foram avaliados. As linhagens aclimatadas foram 

mantidas sob refrigeração à 4ºC.  

 

4.8. Ensaio prévio de biodegradação 

  

 Para avaliar sua habilidade em crescer em bunker como única fonte de 

carbono bem como caracterizar seu tempo médio de crescimento neste combustível, 

o consórcio selecionado foi cultivado em frascos de Erlenmeyer (500 ml) contendo o 

meio mineral de Büshnell-Haas acrescido de NaCl (3%, p/v) e bunker (3%, v/v) e 

incubado a 25°C sob agitação de 150 rpm durante 35 dias. As amostras foram 

coletadas nos tempos: 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de experimento. O controle 

consistiu do meio mineral BH acrescido de NaCl (3%, p/v) adicionado da fonte de 

carbono sem a inoculação do consórcio. O experimento foi realizado em duplicata. 

Ao longo do ensaio foram realizadas determinações de biomassa e pH e ao final de 

35 dias a degradação dos constituintes do bunker foram avaliados. 

 

4.9. Planejamento experimental 

 

Com o consórcio selecionado e aclimatado foi realizado um planejamento 

experimental com o objetivo de elucidar quais as condições que mais favorecem o 

processo de biodegradação do bunker. Para este fim, foi aplicado um planejamento 

fatorial completo 23 com dois níveis (-1 e +1) sem réplicas e três réplicas no ponto 

central, gerando onze ensaios experimentais (Tabela 7). As variáveis independentes 

estudadas nos ensaios (Tabela 8) foram as seguintes: temperatura, pH inicial e 
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relação carbono/nitrogênio (C:N), as quais foram escolhidas com base nos trabalhos 

relacionados com este tipo de combustível (KIM et al, 2000; MULKINS-PHILLIPS & 

STEWART, 1974; ZAJIC, SUPPLISSON, VOLESKY, 1974), e a variável resposta foi 

a porcentagem de biodegradação dos constituintes do bunker.  

 

 

Tabela 7 – Matriz com as condições experimentais das variáveis independentes 

codificadas. 

Ensaio Temperatura pH C:N 

1 -1 -1 -1 
2 1 -1 -1 
3 -1 1 -1 
4 1 1 -1 
5 -1 -1 1 
6 1 -1 1 
7 -1 1 1 
8 1 1 1 
9 0 0 0 
10 0 0 0 
11 0 0 0 

 

 

Tabela 8 – Níveis das variáveis independentes utilizadas no planejamento 

experimental 23. 

 

Variáveis 
Níveis 

- 1 0 + 1 

Temperatura (°C) 25 30 35 
pH inicial 6.0 7.0 8.0 

Relação C:N  150:1 100:1  50:1  

 

 

Para calcular as relações C:N, foram consideradas a massa total de carbono e 

de nitrogênio presentes no bunker, e a massa total de nitrogênio presente no nitrato 

de amônio (NH4NO3), uma das substâncias componentes do meio de  Bushnell-

Haas (BH). Sendo assim, para saber a quantidade de NH4NO3 a ser adicionada ao 

meio mineral de BH de modo a obter as relações desejadas, foram utilizadas as 

seguintes equações:  



34 
 

                                                                     

�� = �����∗�
�
�     (1) 

   

����
���� = �
∗���
��
���
��
     (2) 

                 

Onde: 

mN = massa de nitrogênio desejada; 

m Cb = massa total de carbono presente na amostra de bunker utilizada (2,58g); 

m Nb = massa total de nitrogênio presente na amostra de bunker utilizada 

(0,00725g); 

X = relação C:N desejada (150:1, 100:1 ou 50:1); 

m(NH4NO3) = massa de nitrato de amônio para compor o meio BH modificado; 

MM(NH4NO3) = massa molar do nitrato de amônio (80g/mol); 

MMN = massa molar referente a dois átomos de nitrogênio presentes no nitrato de 

amônio (28g/mol). 

 

As massas totais ‘mCb’ e ‘mNb’ correspondem a um volume de 3ml de bunker 

utilizado em cada ensaio. Estas massas foram obtidas da seguinte forma: 

 

�� = �� ∗ ��					(3) 

�� = 0,9878 �  �!" ∗ 3�! = 2,9634  

 

100 	�()*+, − − − − − − − − − − − − − 87,0938 . 

2,9634 	�()*+, − − − − − − − − − − − − −�.� 

�.� = 2,58  

 

100 	�()*+, − − − − − − − − − − − − − 0,2447 � 

2,9634 	�()*+, − − − − − − − − − − − − −��� 

��� = 0,00725  

 

Onde:  
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Dd = densidade do bunker; 

mb = massa do bunker; 

Vb = volume de bunker; 

C = Carbono; 

N = Nitrogênio; 

 

Desse modo, empregando as equações 1 e 2, foram obtidas, para cada relação 

C:N, concentrações de nitrato de amônio correspondentes a um volume de 97ml do 

meio de Bushnell-Haas, já que a concentração de bunker deve ser de 3%. Portanto, 

para 1000 ml do mesmo meio, as concentrações de nitrato de amônio foram iguais 

às apresentadas na tabela 9 para cada meio modificado de Bushnell-Haas. 

 

 

Tabela 9 – Meios de Bushnell-Haas (BH) modificados, com variações nas 

concentrações da fonte de nitrogênio. 

Componentes  Concentração (g/L)  

                  / C:N 150:1 100:1 50:1 

KH2PO4 1,00 1,00 1,00 

 K2HPO4 1,00 1,00 1,00 

NH4NO3 0,29 0,55 1,30 

MgSO4 0,20 0,20 0,20 

FeCl3 0,05 0,05 0,05 

CaCl2 0,02 0,02 0,02 

  pH = 7,0 ± 0.2  

  

 

Os ensaios foram realizados em frascos de Erlenmeyer (500mL), contendo 

97ml do meio BH modificado, 3ml de bunker, 30g/L de NaCl, 1 bloco de gelose (Ø = 

6mm) de cada micro-organismo do consórcio. Os experimentos obedeceram às 

condições do planejamento fatorial 23 (Tabelas 7 e 8) e foram submetidos à agitação 

de 150rpm durante 14 dias. Ao final dos ensaios, os resultados dos percentuais de 

degradação dos constituintes do bunker (variável resposta) foram analisados pelo 

software STATISTICA 10.0. 
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4.10. Experimento em Biorreator 

 

 Após ter selecionado as condições que mais favoreceram o processo de 

biodegradação do bunker pelo melhor consórcio slecionado em frasco, procedeu-se 

ao experimento em maior escala utilizando um biorreator de bancada, modelo BioFlo 

110, da New Brunswick (Figura 3), dotado de controle de aeração, agitação, nível de 

espuma, temperatura e pH, cujas características estão sumarizadas na Tabela 10. 

Os valores de temperatura, relação C:N e pH para este ensaio foram estabelecidos 

a partir do melhor resultado obtido no planejamento fatorial em frascos. 

 

Figura 3 – Biorreator de bancada, modelo BioFlo 110, da New Brunswick 

Company FS-5. 
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Tabela 10. Principais caracç.terísticas do biorreator BioFlo 110, New Brunswick Company. 

Características Valores e faixas de operação 

Altura da cuba 49,5 cm 

Diâmetro da cuba 29 cm 

Volume total 7,5 L 

Volume útil 1,5L – 5,6L 

Peso do vaso 18 kg 
Faixa de temperatura 5ºC – 70ºC 
Vazão máxima de ar 11.000 cm³/min 
Velocidade de agitação 30 – 1200 rpm  

 

 

O ensaio foi realizado por 24 dias empregando-se as condições e parâmetros 

sumarizados na Tabela 11. O inóculo foi obtido a partir de ensaio prévio com o 

consórcio selecionado durante sete dias, nas mesmas condições do experimento em 

biorreator.  

 

Tabela 11. Parâmetros e condições empregadas no experimento de degradação em 

biorreator. 

Parâmetros  Valores 
Taxa específica de aeração  1 v.v.m. 
Volume de bunker (3%, v/v) 120 mL 
Volume do inóculo (10%, v/v) 400 mL 
Volume do meio BH modificado + NaCl (3%)  3480 mL 
Volume da amostra  40 mL 
Intervalo de amostragem  3 dias 
Velocidade de agitação  500 rpm 
Temperatura 25ºC 
Relação C:N 150:1 
pH ajustado 6,0 

 

 

 Com a finalidade de se retirar amostras representativas durante os 

procedimentos de amostragem, minutos antes da retirada de cada amostra, a 

agitação foi elevada para 700 rpm, visando, assim, reduzir a heterogeneidade do 

meio. Para monitorar o tratamento biológico do bunker, foram realizadas 

determinações de biomassa através do método do peso seco do consórcio 

selecionado. Ao final do experimento, avaliou-se a degradação do poluente por 

cromatografia gasosa. 
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4.11. Avaliação da biomassa nos ensaios 

 

 A biomassa das linhagens e do consórcio em todos os ensaios foi 

determinada por gravimetria pela técnica de peso seco. Alíquotas das amostras do 

meio, após o processo de biodegradação, foram filtradas em membranas de 

porosidade (Ø) igual a 0,22µm. As membranas com a biomassa retida foram 

colocadas em placas de Petri previamente pesadas e levadas a estufa a uma 

temperatura de 80°C durante 24h. Após este período, foram colocadas em 

dessecador por mais 30mim, e depois foram pesadas até peso constante. O 

conteúdo em biomassa foi calculado pela diferença entre o peso final e inicial das 

placas de Petri contendo as membranas com relação a cada alíquota utilizada. Em 

seguida, os valores obtidos foram transformados em g/L tomando-se o volume da 

alíquota correspondente. 

 

4.12. pH 

 

 Durante os ensaios em frascos, o pH foi medido usando um potenciômetro 

digital (DIGIMED® modelo DM – 21).  

 

4.13. Índice de emulsificação 

 

 A avaliação do índice de emulsificação foi realizada após a filtração das 

amostras em membrana, conforme descrito no item 4.12, ao final de cada ensaio. 

Alíquotas de 2 mL de meio foram agitadas com 2 mL de querosene em tubos de 

ensaio (100 mm x 15 mm) por 2 mim, utilizando um agitador de tubos. A estabilidade 

da emulsificação foi determinada após 24 h (COOPER e GOLDENBERGER, 1987) e 

o índice de emulsificação foi determinado, segundo a equação abaixo: 

 

0�24�% = �23" 4100     (4) 

 Onde: 

 E (24)% = índice de emulsificação medido após 24 h; 

 A = altura do óleo emulsionado; 

 B = altura total do líquido do tubo. 
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4.14. Técnicas analíticas utilizadas no preparo das amostras para 

cromatografia. 

  

 Ao final dos ensaios de biodegradação, o meio residual foi submetido ao 

processo de extração líquido-líquido. Cada amostra residual foi colocada em um funil 

de separação, seguida da adição de 100 ml de hexano. O sistema foi agitado por 

dois minutos, abrindo-se periodicamente a válvula para a saída de gases e deixando 

o sistema em repouso para ocorrer a separação das fases. A fase orgânica foi 

separada e se adicionou sulfato de sódio anidro para a retirada da umidade residual, 

e posteiormente, foi filtrada com papel de filtro faixa branca para a remoção de 

resíduos. O extrato final foi mantido em frasco âmbar até ser utilizado na próxima 

etapa. 

 A fase de clean up (Figura 4), foi realizada em colunas de vidro empacotadas 

com sílica gel ativada a 800°C em forno mufla durante 1h. Nessa etapa, o extrato foi 

separado em frações de hidrocarbonetos saturados e aromáticos. Inicialmente, a 

coluna foi eluída com 60 mL de hexano a fim de condicioná-la. Após essa operação, 

a fração de saturados foi eluída com 60 mL de hexano, seguido pela eluição da 

fração de aromáticos com 60 mL de diclorometano. Cada fração foi recolhida em 

frascos âmbar, concentrada em fluxo de nitrogênio e mantidas sob refrigeração (4°C  

- 10°C) até ser injetada no cromatógrafo gasoso. 
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Figura 4 – Aspecto da coluna de vidro empacotada com sílica gel após a separação das 

frações de hidrocarbonetos saturados e aromáticos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Após o clean up, as frações, saturada e aromática, de cada amostra, 

seguiram para a análise cromatográfica. Para este fim, foi utilizado um cromatógrafo 

gasoso acoplado a espectrômetro de massa (CG – EM), marca Shimadzu@, modelo 

17A/QP5050A (Figura 5). Os percentuais de degradação dos constituintes que 

compõem as frações saturada e aromática foram calculados em função do 

decréscimo dos picos de concentração em função do tempo de retenção. As 

condições operacionais da análise cromatográfica estão sumarizadas na tabela 12. 

Utilizou-se uma coluna VB-5 (30 m x 0,25 mm) e o espectrômetro de massa com 

ionização elétrica e detector do tipo Multiplicador secundário de elétrons operou com 

ionização por impacto de elétrons de 70 eV, temperatura da fonte de íons de 290°C 

e varredura entre 35 – 500 m/z. 
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Figura 5 – Cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massa. 
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Tabela 12 – Condições operacionais empregadas nas análises cromatográficas do bunker. 

Parâmetros  Descrição / Valores 

Temperatura inicial de injeção (°C)  290 
Temperatura da interface (°C)  290 
Modo de controle   Split 
Pressão de entrada (Kpa)  45,4 
Fluxo da coluna (mL/min)  1 
Velocidade linear (cm/seg)  35,2 
Fluxo total (mL/min)  102,1 

Gás de arraste   Hélio 
Volume injetado (µL) 1 

   

 

 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Caracterização química da amostra de bunker  

 

Os resultados da análise química elementar do bunker estão apresentados na 

Tabela 13.  A análise revela que a amostra de não possui alguma fonte de enxofre, 

ou seja, compostos polares sulfurados, e possui baixas quantidades de nitrogênio.  

 

 

Tabela 13 – Resultados da análise química elementar da amostra de bunker MF – 380. 

Elementos analisados Porcentagem em massa (%) 

C 87,0938 
H 11,3164 
N 0,2447 
S* 0,0000 

* Não foi detectado presença de enxofre. 
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5.2. Avaliação de interações antagônicas entre as linhagens e composição de 

consórcios microbianos 

 

Observou-se que 85% dos micro-organismos testados apresentaram reação 

antagônica contra pelo menos um dentre os testados (Figura 6).  

 

 

Figura 6 – Resultados do teste de antagonismo. Os quadrados marcados estão indicando, 

simultaneamente, as linhagens que provocaram inibição (situadas à esquerda) e as que 

sofreram inibição (situadas na parte superior). 

 

 

 

 Dentre as linhagens estudadas, as únicas que não provocaram qualquer tipo 

de inibição aos demais micro-organismos foram: a bactéria P11B1 e o fungo 

filamentoso P132. As linhagens que não sofreram qualquer inibição foram: as 

bactérias P11B1 e P11B5, a levedura P12 e o fungo filamentoso P22F2B (Figura 6). 

As figuras 7 e 8 ilustram os aspectos dos halos de inibição quando o “tapete” 

microbiano é constituído por uma bactéria e por um fungo filamentoso, 

respectivamente. 

 

Linhagens que 
provocaram inibição, 

colocadas na forma de 
blocos de ágar 

Linhagens que sofreram inibição, semeadas como tapete 

P11B1  P11B2  P11B3  P11B4  P11B5  P12  P13F2A  P13F2B  P132 P12F4B  P22F2A  P22F2B  P23F4  

BACTÉRIAS 

P11B1                            

P11B2               x             

P11B3    x           x  x          

P11B4     x  x                     

P11B5     x                       

LEVEDURA P12               x             

FILAMENTOSOS 

P13F2A                          x  

P13F2B               x        x   x  

P132                           

P12F4B         x     x  x  x          

P22F2A                 x  x  x       

P22F2B               x x   x  x     x  

P23F4               x  x  x x        
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Figura 7 – Halo de inibição ao redor do bloco de ágar, evidenciando reação antagônica do 

fungo P12F4B contra a bactéria P11B4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Aspecto do halo de inibição formado ao redor dos blocos de ágar das linhagens 

que apresentaram reação antagônica contra o fungo P132 listadas na figura 6. A – Verso da 

placa. B – Reverso da placa. 
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A ocorrência de halos de inibição evidencia interações antagônicas, 

provavelmente, devido à produção de metabólitos com atividade antimicrobiana, 

capazes de inibir o crescimento de outros micro-organismos. Norman et al (2004) 

estudaram um desses metabólitos, a piocianina, que é produzida por Pseudomonas 

aeruginosa, uma linhagem com capacidade para degradar n-alcanos, 

frequentemente isolada de locais contaminados por petroderivados, com a finalidade 

de melhorar sua competitividade e sobrevivência em vários ambientes. A piocianina 

é um pigmento capaz de inibir o crescimento de outros micro-organismos. Estes 

autores monitoraram durante 50 dias o efeito desse metabólito sobre uma 

comunidade microbiana crescendo em (1%) de óleo cru e obtiveram uma redução 

específica na degradação de HPAs, além de um decréscimo na diversidade dessa 

comunidade, em relação ao controle que estava sem piocianina.  

Portanto, linhagens com interação antagônica não devem ser montados em 

consórcio, visto que isto inviabilizaria a sua aplicação em processos de 

biorremediação. Este critério de seleção é de suma importância, uma vez que 

permite obter consórcios microbianos onde os micro-organismos possam crescer e 

atuar de forma sinérgica, potencializando a degradação do óleo e, 

consequentemente, descontaminar o ambiente (ALVAREZ, 2007). Estudos 

posteriores são necessários para que se possa avaliar o mecanismo e o espectro de 

ação dos metabólitos, bem como estes influenciam na capacidade de degradação 

de poluentes pelas comunidades microbianas.  

Com base nos resultados apresentados na Figura 6, foi possível compor oito 

diferentes consórcios (Tabela 14), a serem avaliados em testes posteriores, levando-

se em consideração os critérios previamente estabelecidos para a composição de 

consórcios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 
 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 14 – Consórcios microbianos mistos montados conforme os resultados do teste de 

antagonismos e seguindo os critérios já estabelecidos. 

Consórcios 
Micro-organismos envolvidos 

Bactérias Levedura Fungos filamentosos 

C1 P11B1 P11B4     P12 P13F2B P132 
C2 P11B1 P11B2     P12 P13F2B P132 
C3 P11B1 P11B3 P11B4 P11B5 P12 P22F2A   
C4 P11B1 P11B3 P11B5   P12 P12F4B   
C5 P11B1 P11B3 P11B5   P12 P22F2A P22F2B 
C6 P11B1 P11B3 P11B5   P12 P22F2A P23F4 
C7 P11B1 P11B4 P11B5   P12 P22F2A P22F2B 
C8 P11B1 P11B4 P11B5   P12 P22F2A P23F4 

 

 

5.3. Seleção do consórcio mais promissor 

 

 Dos oito consórcios testados (Tabela 14), o consórcio C5 foi o selecionado 

por ter causado a completa mudança de cor do meio de cultivo após 48h (meio de 

BH com o indicador redox DCPIP) e 72h (meio de BH com o indicador redox TTC), 

respectivamente (Figura 9). Os outros consórcios provocaram a redução dos 

indicadores testados em um período de tempo igual ou superior ao do consórcio 

selecionado (Tabela 15). 
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Figura 9 – Resultado da redução dos indicadores para o consórcio C5 selecionado. A – 

Viragem do indicador DCPIP de azul para incolor após 48h. Notar controle abiótico com 

coloração azul (à esquerda, sem viragem). B – Viragem do indicador TTC de incolor para 

rosa após 72h. Notar controle abiótico sem coloração (à esquerda, sem viragem). 
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Tabela 15 – Resultado da seleção do consórcio mais promissor. 

Consórcios 
Indicadores redox  

DCPIP TTC 

C1 ++++ + 
C2 ++ ++ 
C3 ++++ ++ 
C4 ++ - 
C5 ++++ +++ 
C6 +++ ++ 
C7 +++ + 
C8 ++++ ++ 

 

Tempo de redução do indicador. ++++: após 48h. +++: após 72h. ++: após 120h. +: 

após 144h. - : não houve viragem do indicador. 

 

 

Diversos autores têm reportado o uso de indicadores redox, tais como o 

DCPIP e o TTC, para avaliar a habilidade de diversos micro-organismos em 

degradar hidrocarbonetos de forma isolada (HANSON, DESAI e DESAI, 1993; 

GOMES et al, 2009; CERQUEIRA et al, 2012). Neste trabalho, optou-se por 

selecionar os micro-organismos não isoladamente, mas em consórcio, como 

alternativa interessante por dois motivos: (1) em consórcio, há um maior espectro 

enzimático atuando na degradação (GHAZALI et al., 2004), uma vez que envolve a 

expressão metabólica de micro-organismos pertencentes a táxons distintos, tais 

como bactérias e fungos; (2) devido à sua composição química complexa, o bunker 

é lentamente degradado no ambiente (MOHR, LASLEY e BURSIAN, 2008; 

SCHWARTZ et al., 2004). Portanto, micro-organismos consorciados aumentam a 

possibilidade de degradação do bunker, atuando de várias maneiras sobre as 

diferentes frações deste combustível marítimo. 
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5.4. Composição do Inóculo 

 

 Na Tabela 16 está apresentada a biomassa estimada de cada bloco de ágar 

circular para cada linhagem do consórcio C5 selecionado. 

 

 

Tabela 16 – Biomassa estimada para cada bloco de ágar circular das linhagens que 

compõem o consórcio C5. 

Linhagens Biomassa (g) do bloco de ágar (Ø = 6 mm) 

P11B1 0,00014 ± 0,000004 
P11B3  0,000138 ± 0,000026 
P11B5 0,000446 ± 0,0001 
P12 0,000751 ± 000035  
P22F2A  0,00035 ± 00007 
P22F2B  0,000066 ± 000037 

 

 

 Com base na tabela 16, a biomassa inicial estimada para o consórcio C5 é de 

0,002g.  

 

5.5. Aclimatação das linhagens do consórcio C5 

  

 Os ensaios de aclimatação das linhagens que compõem o consórcio C5 ao 

bunker é de extrema necessidade, pois esse óleo combustível é de composição 

bastante complexa, sendo rico em hidrocarbonetos recalcitrantes, tais como HPAs e 

substâncias polares. Por outro lado, a aclimatação das linhagens à salinidade 

semelhante à da água do mar é importante para manter as linhagens nas suas 

condições de origem visando a essa aplicabilidade em ambientes marinhos. 

Os resultados obtidos ao final dos experimentos de aclimatação estão 

apresentados na Figura 10. 
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Figura 10 – Perfis de biomassa e pH das linhagens do consórcio C5, após 21dias de 

aclimatação nas concentrações crescentes de bunker (1% a 3%, v/v) e de NaCl (1% a 3%, 

p/v). 

 

 

Pôde-se observar que as linhagens foram capazes de produzir biomassa e 

diminuir o pH inicial do meio durante o processo de aclimatação a teores crescentes 

de bunker (1% a 3%, v/v) e de NaCl (1% a 3%, p/v), sugerindo que estas cepas são 

capazes de degradar o combustível em questão e usá-lo como fonte de carbono e 

energia. A diminuição do pH do meio é provavelmente devido à produção de 

metabólitos ácidos, decorrentes do processo de biodegradação, o qual leva a um 

acúmulo de ácidos orgânicos e consequentemente queda do pH (GOMES, 2004; 

GADD, 2000). Diversos autores têm apontado que a adaptação de culturas 

microbianas ao poluente é preponderante no processo de biodegradação de 

hidrocarbonetos e resulta em um aumento do potencial de oxidação e consequente 

aumento da taxa de degradação (SALLEH et al., 2003; AAMAND, JØRGENSEN e 

JENSEN, 1989; MIRANDA et al., 2007; LEAHY e COLWELL, 1990). 
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Vale ressaltar que, neste trabalho, a aclimatação das linhagens até a 

concentração de 30g/L (3%, p/v) de NaCl se deu pelo fato de terem sido isoladas de 

ambiente marinho, mais precisamente da área de estuário da região portuária de 

Suape, cuja salinidade total S(‰) máxima da água neste local varia entre 36,45S e 

37,18S entre os períodos chuvoso e seco, respectivamente (KOENING et al, 2002). 

Para efeito de cálculo, como a maior parte da salinidade da água do mar se deve ao 

cloreto de sódio, que representa 84,4% em peso de todos os sais dissolvidos (LALY 

& PARSONS, 1993), a quantidade de NaCl para esta área, entre os períodos 

chuvoso e seco, varia entre 30,76‰ e 31,38‰ (ou 3,08% e 3,1%) respectivamente, 

o que equivale a aproximadamente 30g/L de NaCl. 

 

5.6. Ensaio prévio de biodegradação 

 

  A Figura 11 mostra o perfil de crescimento do consórcio C5 bem como os 

valores de pH do meio. A biomassa inicialmente cresceu de 0,04 a 0,11g/L durante 

os primeiros sete dias. Após esse período o consórcio C5 apresentou um lento 

crescimento, alcançando um conteúdo em biomassa de apenas 0,135g/L no 21º dia. 

Em seguida, aumentou sua biomassa significativamente para 0,21g/L no 35º dia de 

experimento, evidenciando duas fases distintas de crescimento separadas por um 

período de adaptação, o que sugere um comportamento diáuxico. A Figura 12 

apresenta os perfis de degradação de alguns dos constituintes alifáticos e 

aromáticos presentes no bunker após os 35 dias do experimento. Com relação aos 

hidrocarbonetos alifáticos, obteve-se degradação de 92,97% para o tridecano, 

82,54% para o tetradecano, 74,39% para o pentadecano, 87,95% para o 

hexadecano e 71,73% para o octadecano. Com relação aos HPAs, obteve-se 

degradação de 45,42% para o acenaftileno, 46% para o fluoreno, 36,94% para o 

fenantreno, 42,06% para o benzo [a] pireno e 33,67% para o pireno. 
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Figura 11 – Perfil de crescimento do consórcio C5 submetido ao ensaio prévio de 

degradação. 

 

 

 Dada a grande diversidade de hidrocarbonetos presentes no bunker, 

provavelmente a maior parte dos constituintes deste óleo responsável pelo 

crescimento do consórcio C5 na primeira fase não fosse a mesma utilizada na 

segunda fase de crescimento, o que explica o comportamento diáuxico observado. 

Neste caso, como mostrado na Figura 12, os constituintes alifáticos do bunker 

provavelmente foram consumidos, na sua maioria, na primeira fase, enquanto que 

os HPAs começaram a ser consumidos, em grande parte, na segunda fase.  
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Figura 12 – Perfil de degradação de hidrocarbonetos pelo consórcio C5 após 35 dias do 

ensaio. 

 

 

 Há várias explicações possíveis para o comportamento diáuxico. A mais 

simples é a de que a fase de adaptação representa um período durante o qual 

enzimas estão sendo sintetizadas para metabolizar completamente os ácidos 

orgânicos que se acumularam no meio durante a primeira fase de crescimento 

(SARIASLANI, HARPER e HIGGINS, 1974). Esse acúmulo de ácidos orgânicos 

pode ser evidenciado pela queda brusca de pH observado durante a primeira fase 

de crescimento (Figura 11). 

 De um modo geral, o consórcio C5 alcançou degradação dos constituintes 
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regra geral, n-alcanos são mais biodegradáveis do que os alcanos ramificados, que 

por sua vez são mais biodegradáveis do que os aromáticos monocíclicos, que por 

fim são mais biodegradáveis do que hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) 

(GOMES et al., 2009). No entanto, alcanos de cadeia muito longa e hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos são geralmente considerados de baixa biodegradabilidade 

devido à sua maior hidrofobicidade (ZHANG et al., 2011). 

 Ainda com relação ao crescimento do consórcio C5, pode-se observar que 

não houve uma fase lag aparente (Figura 11), demonstrando que a execução prévia 

de um processo de aclimatação é de suma importância para aumentar a eficiência 

da taxa de degradação nos ensaios subsequentes. De acordo com os estudos de 

AAMAND et al (1989), a duração da fase lag está relacionada com o grau de 

adaptação à exposição prévia aos hidrocarbonetos. Também é possível observar 

que ao 35º dia de experimento o consórcio C5 ainda estava crescendo, sugerindo 

que óleos combustíveis complexos, tais como o bunker, necessitam de um intervalo 

de tempo maior para serem efetivamente degradados. Alguns autores investigaram 

a biodegradação de bunker têm relatado intervalos de várias semanas para uma 

degradação ou transformação aparente deste combustível (MULKINS-PHILLIPS e 

STEWART, 1974; HUA, 2006; RICHMOND et al., 2001). 

 ZAJIC et al (1974), avaliando o crescimento de três bactérias quanto à 

biodegradação de bunker C (1%, v/v), durante um período de 15 dias em condições 

similares às deste ensaio, observaram que, dos componentes majoritários do 

bunker, somente a fração alifática decresceu durante a biodegradação, enquanto a 

fração aromática permaneceu praticamente intacta. RICHMOND et al (2001) 

avaliaram o potencial de mineralização de constituintes do bunker C (1%, v/v) por 

micro-organismos isolados da areia de praia contaminada com este combustível. 

Após 21 dias de incubação em meio BH contendo 3% (p/v) de NaCl e 1% de bunker 

como única fonte de carbono, obtiveram uma degradação expressiva de 

hexadecano, seguida de uma degradação sutil de fenantreno, no entanto, sem 

degradação aparente de pireno e fluoreno. Esses autores concluíram que devido à 

recalcitrância dos HPAs, ensaio com maior tempo de incubação é necessário para 

permitir um aumento na mineralização desses compostos. 
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5.7. Planejamento Experimental 

  

 Na Figura 13 estão apresentados os resultados dos percentuais de 

degradação de constituintes do bunker que foram analisados, referentes ao o 

planejamento experimental dos onze ensaios. Pode-se observar que, de um modo 

geral, todos os hidrocarbonetos investigados pela análise cromatográfica (decano, 

undecano, tridecano, tetradecano, pentadecano e naftaleno) apresentaram 

degradação acima de 70% em todos os ensaios.  

 

Figura 13 – Percentuais de degradação de hidrocarbonetos pelo consórcio C5 obtidos nos 

ensaios do planejamento experimental 23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Tabela 17 apresenta a matriz estendida do planejamento experimental, 

considerando a degradação total dos hidrocarbonetos analisados (Figura 13) para 
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cada ensaio. Os símbolos -1, +1 e 0 que aparecem na frente dos valores reais 

indicam os níveis inferior, superior e do ponto central das variáveis codificadas, 

respectivamente. 

 

 

Tabela 17 – Valores de degradação total de hidrocarbonetos pelo consórcio C5 para os 

níveis das variáveis do planejamento experimental 23. 

Ensaio Temperatura (ºC) pH Relação C:N Degradação total(%) 

1 -1 (25) -1 (6) -1 (150:1) 93,53 
2 1 (35) -1 (6) -1 (150:1) 87,68 
3 -1 (25) 1 (8) -1 (150:1) 91,87 
4 1 (35) 1 (8) -1 (150:1) 86,29 
5 -1 (25) -1 (6) 1 (50:1) 87,65 
6 1 (35) -1 (6) 1 (50:1) 82,72 
7 -1 (25) 1 (8) 1 (50:1) 83,42 
8 1 (35) 1 (8) 1 (50:1) 79,53 
9 0 (30) 0 (7) 0 (100:1) 85,63 
10 0 (30) 0 (7) 0 (100:1) 84,38 
11 0 (30) 0 (7) 0 (100:1) 87,12 

 

 

  Pode-se observar que a variação nas condições dos ensaios pertencentes ao 

planejamento experimental ocasionou mudanças no percentual de degradação total 

de hidrocarbonetos, e identificou-se que as condições mais favoráveis para a 

degradação do bunker foram aquelas empregadas no ensaio 1 (Temperatura = 

25ºC, pH = 6, relação C:N = 150:1), ou seja, nos níveis inferiores. Como uma análise 

de significância das variáveis e de seus efeitos de interação é necessária para uma 

interpretação mais completa dos resultados obtidos, gerou-se um diagrama de 

Pareto (Figura 14). Neste diagrama, a linha vermelha representa o nível de 

significância de 95% (p=0,05). Quanto mais à direita desta linha estiverem as barras, 

mais estatisticamente significativos serão os efeitos das variáveis e da interação 

entre elas sobre o processo de biodegradação. 

 No diagrama de Pareto pode-se observar que os efeitos das variáveis relação 

C:N, temperatura e pH foram estatisticamente significativas, enquanto que os efeitos 

das interações entre as variáveis não apresentaram significância estatística ao nível 

de confiança de 95% (p=0,05). 
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Figura 14 – Diagrama de Pareto, mostrando os efeitos das variáveis estudadas e de suas 

interações ao nível de significância de 95% (p=0,05). 

 

 

 

 

 A relação C:N foi a variável que apresentou maior efeito sobre a degradação 

dos constituintes do bunker analisados, e juntamente com as variáveis temperatura 

e pH, apresentou valores negativos para os efeitos, o que significa  que a variável 

resposta (% degradação) apresenta melhores resultados quando as variáveis 

independentes (relação C:N, temperatura e pH) foram mantidas no seu nível inferior 

(-1), o que explica o ensaio 1 ter apresentado o melhor resultado para a variável 

resposta (Tabela 17). 

Curvas de contorno (Figuras 15 a 17) foram empregadas para examinar os 

efeitos das interações entre as variáveis sobre o processo de biodegradação, 

embora estes efeitos não tenham apresentado significância estatística, conforme o 

diagrama de Pareto (Figura 14). Nas figuras 15 a 17, a melhor resposta está 

concentrada na região vermelha mais escura da superfície e os valores -1, 0 e +1 na 

escala representam os níveis das variáveis codificadas. 
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Figura 15 – Curvas de contorno para o efeito do pH e da temperatura sobre a degradação 

do bunker.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Curvas de contorno para o efeito da relação C:N e da temperatura sobre 

a degradação do bunker. 
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Figura 17 – Curvas de contorno para o efeito da relação C:N e do pH sobre a degradação do 

bunker. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pode-se observar pelas curvas de contorno que, de um modo geral, a variável 

resposta (% degradação) obteve os melhores resultados quando as interações, 

entre as variáveis pH e temperatura; relação C:N e temperatura; e relação C:N e pH 

foram estabelecidas nos seus níveis inferiores, corroborando com os resultados 

obtidos no diagrama de Pareto. 

Em diversos trabalhos, a relação C:N foi encontrada como um dos fatores que 

mais favoreceu o processo de degradação de hidrocarbonetos (MOLINA-

BARAHONA et al., 2004; SASAKI et al., 2003; SILVA, 2012). No entanto, a 

suplementação de N para compor esta relação deve ser a mais apropriada para a 

concentração de óleo utilizada, pois um fornecimento excessivo pode ser 

desfavorável ao processo de degradação (MARTINS et al., 2012; TRINDADE et al., 

2002; WALWORTH et al., 2007). Ururahy (1998), testando o efeito de duas relações 

C:N (50:1 e 100:1) sobre a degradação de diferentes concentrações de borra oleosa 

(5% e 10%) proveniente de refinaria, obteve, como resultado, que a maior relação 

C:N foi a que mais favoreceu a degradação dessa fonte oleosa. Trindade et al 

(2002) obtiveram o mesmo resultado quando testaram diferentes relações C:N 

(100:1,25 e 100:5) sobre a eficiência de remoção de hidrocarbonetos de um solo 

contaminado, e a menor relação provocou um efeito inibitório sobre o processo. No 
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presente estudo, é bem provável que os compostos recalcitrantes presentes no óleo 

combustível marítimo tenham mascarado a quantidade de C realmente assimilável, 

tornando a quantidade de N excessiva na relação C:N, alterando o “balanço” 

nutricional, o que explica a relação de 150:1 ter favorecido mais a degradação dos 

constituintes do bunker. 

A temperatura do meio varia em função do ambiente e da sazonalidade, e 

afeta tanto a solubilidade quanto as propriedades do óleo derramado, refletindo, por 

sua vez, na resposta fisiológica dos micro-organismos envolvidos (DAS e 

CHANDRAN, 2011; GOMES, 2004; LEAHY e COLWELL, 1990). No caso da região 

portuária de Suape – PE, mais especificamente na área de estuário do rio Ipojuca 

cujas as linhagens deste trabalho foram isoladas, a temperatura média anual é em 

torno de 24°C (KOENING et al., 2002), coincidindo com o valor apontado como o 

mais favorável pelo planejamento experimental (25ºC) para a degradação do bunker. 

SIVA (2012), também utilizando micro-organismos isolados da região de Suape – 

PE, investigou, como uma das variáveis de um planejamento fatorial 23, a influência 

da temperatura (25°C; 30°C; e 35°C; níveis inferior, ponto central e superior, 

respectivamente) sobre a degradação de óleo Diesel, obtendo também o nível 

inferior como o mais promissor para o processo.  

Segundo Leahy e Colwell (1990), valores de pH entre 6,0 e 8,0 são os mais 

favoráveis para a ação de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos do 

petróleo, embora os fungos sejam os mais tolerantes a condições ácidas. Pelas 

curvas de contorno mostradas nas Figuras 15 e 17, pode-se observar que os 

melhores resultados para a variável resposta, com relação ao pH, estão distribuídos, 

na sua maior parte, entre os níveis inferior (-1) e central (0), mostrando que embora 

esta variável tenha sido estatisticamente significativa, os valores para degradação 

estão melhor distribuídos entre seus níveis (principalmente entre pH 6,0 e 7,0, 

respectivamente), diferente do que se observa para as outras variáveis estudadas, 

sugerindo que esta variável oferece uma flexibilidade maior com relação à ação 

microbiana. 

Com base nos efeitos significativos apresentados pelo Diagrama de Pareto, 

foi proposto um modelo parametrizado pelo método de regressão múltipla para 

descrever os dados experimentais, obtendo-se a seguinte equação: 
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5 = 	86,34727 −	2,53125X1 – 1,30875X2 – 3,25625X3   (4) 

 

Onde Y é a variável resposta (% degradação) e X1, X2 e X3 são as variáveis 

independentes codificadas (relação C:N, temperatura e pH, respectivamente). A 

análise de variância (Tabela 18) traz os dados a respeito da significância estatística 

para este modelo. Na Tabela 19 podem ser visualizados os coeficientes de 

regressão que representam os valores das constantes relacionadas com os termos 

lineares do modelo, os quais foram considerados baseando-se nos testes t e p. 

Pode-se observar que somente os valores em vermelho para os coeficientes de 

regressão foram considerados no modelo proposto, uma vez que somente estes 

valores é que foram estatisticamente significativos a um nível de confiança α = 95%. 

 

 

Tabela 18 – Teste ANOVA para os parâmetros estimados. 

Fator Soma 
quadrática 

Graus de 
liberdade 

Média 
Quadrática F p 

Temperatura 51,2578 1 51,25781 37,19224 0,003657 
pH 13,7026 1 13,70261 9,94250 0,034409 

 C:N 84,8253 1 84,82531 61,54853 0,001426 
Temperatura x pH 0,2145 1 0,21451 0,15565 0,713326 
Temperatura x C:N 0,8515 1 0,85151 0,61785 0,475798 

pH x C:N 2,3871 1 2,38711 1,73207 0,258500 
Erro  5,5127 4 1,37819     

Soma quadrática total 158,7516 10       
Valores em vermelho foram estatisticamente significativos para um nível de confiança α = 

95%. 

 

 

Tabela 19 – Coeficientes de regressão para o modelo proposto. 

Fator Coeficientes de 
regressão 

Desvio 
padrão Teste t p 

Média 86,34727 0,353963 243,9445 0,000000 
Temperatura -2,53125 0,415058 -6,0985 0,003657 

pH -1,30875 0,415058 -3,1532 0,034409 
 C:N -3,25625 0,415058 -7,8453 0,001426 

Temperatura x pH 0,16375 0,415058 0,3945 0,713326 
Temperatura x C:N 0,32625 0,415058 0,7860 0,475798 

pH x C:N -0,54625 0,415058 -1,3161 0,258500 
Valores em vermelho foram estatisticamente significativos para um nível de confiança α = 

95%. 
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 O modelo também foi examinado pelo coeficiente de determinação ajustado, 

R2 = 0,9193, o qual sugere que 91,93% por cento das variações observadas são 

atribuídas às variáveis estudadas. Por outro lado, 8,07% das variações observadas 

não puderam ser explicadas pelo mesmo modelo, sugerindo que outras variáveis 

também poderiam ser investigadas com relação à influência na degradação dos 

constituintes do bunker analisados. A Figura 18 está mostrando os dados conflitados 

entre os valores da variável resposta preditos pelo modelo e os valores observados 

no planejamento experimental. Pôde-se observar que houve um bom nível de 

correlação entre os valores observados e previstos, indicando um bom ajuste do 

modelo proposto. 

 

 

Figura 18 – Valores preditos pelo modelo proposto x valores observados. 

Variável dependente: Degradação (%)
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5.9. Experimento em Biorreator 

 

 A Figura 19 mostra o perfil de crescimento do consórcio C5 durante o ensaio 

em biorreator. 

 

Figura 19 – Perfil de crescimento do consórcio C5 no ensaio em biorreator contendo 3% 

(v/v) de bunker e 3% (p/v) de NaCl. 

 

 

 

 O perfil de biomassa para o consórcio C5 no ensaio em biorreator apresentou 

inicialmente uma fase lag durando pelo menos 6 dias, após esse período exibiu o 

que novamente sugere ser um crescimento diáuxico: passou de 0,013g/L para 

0,103g/L no 9º dia, ou seja, um crescimento de quase 10 vezes, em seguida, uma 

fase lenta de crescimento até o 12º dia (0,123g/L), e outra vez um crescimento 

rápido até o 15º dia (0,33g/L). Posteriormente sofreu um pequeno declínio até o 21º 

dia (0,28g/L), e depois ascendeu novamente, alcançando o valor de 0,32g/L ao final 

de 24 dias de experimento. 

 Possivelmente a fase lag observada no inicio do crescimento esteve mais 
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visto que o consórcio C5 já havia sido aclimatado ao bunker e mostrou-se bem 

adaptado no ensaio prévio de degradação, sem evidência de uma fase lag aparente. 

Isto pode estar relacionado com os efeitos de heterogeneidade e de limite de difusão 

intrínsecos de um aumento de escala (KRISTENSEN et al, 2010), além do fato de o 

consórcio C5 não ter sido gradualmente submetido a um aumento de escala. 

Mahanty et al (2008), avaliando a degradação de pireno pela linhagem  

Mycobacterium frederiksbergense em biorreator de sistema bifásico, também atribuiu 

a fase lag de 7dias ao sistema utilizado, uma vez que a bactéria já havia sido 

avaliada quanto à degradação do pireno, apresentando excelente desempenho. 

 O pequeno declínio da população microbiana, observado a partir do 15º dia, 

está muito provavelmente relacionado ao aparecimento de moléculas 

biotransformadas nas fases anteriores, resultantes do metabolismo microbiano, 

possivelmente com acentuada toxicidade (MELO, 2004). 

 No experimento prévio de degradação de bunker em frascos (Figura 11), o 

consórcio C5 alcançou crescimento máximo de 0,21g/L no 35º dia de ensaio 

enquanto que em biorreator (Figura 19), o mesmo consórcio já havia alcançado 

0,33g/L somente no 15º dia. Como pode ser observado, o consórcio C5 teve seu 

crescimento otimizado no sistema em biorreator em comparação ao ensaio prévio de 

degradação em frascos, além de haver uma redução no tempo de biotratamento. 

Isto demonstra a vantagem de se empregar sistemas de biorreator, os quais 

assumem as configurações desejadas e, assim, permitem um maior controle das 

condições otimizadas que mais favorecem ao bioprocesso (SILVA, 2012). 

 A figura 20 mostra o aspecto do bunker ao longo do ensaio em biorreator. 

Pôde-se observar que houve uma mudança de coloração gradativa do bunker para 

marrom, além de uma diminuição notável deste óleo no meio. Melo (2004), 

realizando o biotratamento de borra oleosa em biorreator, também observou uma 

modificação do meio, para marrom escuro após o 5º dia de ensaio. Segundo o autor, 

essa mudança foi um forte indicativo de intenso crescimento microbiano.  
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Figura 20 – Aspecto do bunker submetido ao biotratamento em biorreator no 6º, 12º e 24º 

dia de experimento. Notar a mudança de coloração do bunker ao longo do ensaio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 A Figura 21 mostra perfil de degradação de constituintes alifáticos e 

aromáticos ao final do ensaio em biorreator. 
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Figura 21 – Perfil de degradação de constituintes alifáticos e aromáticos do ensaio em 

biorreator. 

  

Pôde-se observar que o consórcio C5 priorizou a degradação dos 

constituintes alifáticos do que os aromáticos, apresentando mesmo comportamento 

que no ensaio prévio. Para os constituintes alifáticos: tetradecano, pentadecano, 

hexadecano e octadecano, a degradação obtida foi de 100% ao final do 

experimento, enquanto que para undecano e tridecano a degradação foi de 85,60% 

e 85,69%, respectivamente. Para os constituintes aromáticos, a degradação foi de 

81,66% para naftaleno, 68,27% para o fluoranteno, 42,15% para o benzo (a) pireno, 

33,51% para o benzo (k) fluoranteno e de 27,47% para o dibenzo (a,h) antraceno. 

Para estes últimos, houve uma sucessão aparente na degradação desses HPAs em 
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função do número de anéis na seguinte ordem: Naftaleno (2 anéis) > Fluoranteno (4 

anéis) > Benzo (a) pireno (5 anéis) > Benzo (k) fluoranteno (5 anéis) > Dibenzo (a,h) 

antraceno (5 anéis). Como constatado, a biodegradação dos HPAs está 

inversamente relacionada ao número de anéis fusionados, o que por sua vez está 

relacionado ao peso molecular destes compostos (ARULAZHAGAN et al., 2010; 

SALLEH et al., 2003). 

 Analisando a Figura 22, que compara o desempenho do consórcio C5 no 

ensaio prévio de degradação em frascos e em biorreator, é possível observar uma 

degradação mais expressiva dos constituintes do bunker no ensaio em biorreator, 

apontando para uma otimização do processo.  

 Thorpe e Hellenbrand (1987) avaliaram a biodegradação de bunker C em 

reator de sedimento marinho por micro-organismos da água do mar durante 11 

meses de experimento, à temperatura de 15°C. No estudo, foi incorporado, 

previamente, concentrações de 1 a 3% de bunker ao sedimento, o qual foi 

submetido ao biotratamento. Como resultado, obteve-se uma redução de apenas 5% 

do conteúdo total de bunker, com taxa diária de degradação de 12mg/m2, atribuída, 

em parte, tanto à baixa temperatura, quanto aos próprios hidrocarbonetos, alguns 

dos quais reportados como tóxicos para alguns tipos de bactérias, segundo os 

próprios autores, demonstrando a importância de uma aclimatação prévia das 

linhagens para este tipo de abordagem. 
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Figura 22 – Comparação da degradação de hidrocarbonetos constituintes do bunker no 

ensaio prévio em frascos e no experimento em biorreator. 
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5.8. Índice de emulsificação 

 

 Nenhuma atividade emulsificante das linhagens isoladas ou do consórcio C5 

foi detectada em qualquer dos ensaios realizados neste trabalho, conforme é 

observado na Figura 23. 

 

Figura 23 – Resultado do teste de emulsificação. Nenhuma formação de emulsão aparente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zajic et al (1974) estudaram o efeito da salinidade simulada da água do mar 

(NaCl 3%) sobre a emulsificação de bunker C. Após 24h de teste, com o 

sobrenadante livre de células da bactéria B2 previamente cultivada por 7 dias, 

observaram que a dispersão do bunker tornou-se mais difícil nessa concentração 

salina. Segundo os mesmo autores, níveis elevados de sal tendem a inibir o 

processo de emulsificação, embora mesmo que nessas concentrações ela possa 

ocorrer. Desse modo, os resultados obtidos neste trabalho não permitem afirmar 

com segurança que as linhagens do consórcio C5 não produzem nenhum tipo de 

emulsificante, pois, é possível que, mesmo que haja produção, esta pode está sendo 

menos visível por influência da salinidade do meio de cultivo. 

  

 

 

Controle Consórcio C5 
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6. CONCLUSÕES 

 

• Os testes de antibiose permitiram compor oito diferentes consórcios 

microbianos mistos, constituídos por bactérias e fungos sem interação 

antagônica; 

• Os testes com os indicadores redox DCPIP e TTC mostraram-se 

eficiente na seleção de um consórcio microbiano misto promissor 

quanto à biodegradabilidade de bunker; 

• Os valores de biomassa e de pH obtidos nos ensaios de aclimatação 

sugerem que as linhagens que compõem o consórcio C5 adaptaram-se 

bem às concentrações de 3% da fonte oleosa e de 3% de NaCl; 

• O consórcio C5 selecionado mostrou um comportamento diáuxico para 

o crescimento na condição de 3% de bunker e 3% de salinidade, 

apresentando uma biodegradação dos hidrocarbonetos alifáticos e 

aromáticos analisados superior a 70% e a 30%, respectivamente; 

• Com o planejamento fatorial 23 foi possível selecionar as melhores 

condições experimentais de temperatura, pH e relação C:N, resultando 

na maior degradação de hidrocarbonetos pelo consórcio C5; 

• Nas condições do experimento em biorreator, verificou-se também um 

comportamento diáuxico para o crescimento do consórcio C5 em 3% 

de bunker e 3% de NaCl, obtendo-se uma ótima degradação de 

hidrocarbonetos alifáticos e expressiva degradação dos 

hidrocarbonetos aromáticos; 

• Não foi detectada nenhuma atividade emulsificante das linhagens ou 

do consórcio C5 em qualquer dos ensaios realizados; 

• O consórcio C5 tem potencialidade para degradar o óleo combustível 

marítimo bunker MF-380, e pode ser empregado como agente 

biorremediador de ambientes poluídos por este combustível. 
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 ANEXO A – Ficha de Informação de Segurança de Produto Químico – FISPQ 

do ÓLEO COMBUSTÍVEL MARÍTIMO MF-380  

 
 
 

 

  

 

 

 






















