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RESUMO

O combustivel marinho ou “Marine Fuel-(MF)”, ou Bunker, conhecido também como
Liquido de Fase Nao Aquosa (LFNA), é obtido por destilacdo fracionada do petréleo bruto,
contituido principalmente por hidrocarbonetos de cadeias longas (alcanos, cicloalcanos e
aromaticos), possibilitando diferentes categorias quimicas. O 6leo MF-380 tem como
propriedades elevada emulsificacdo, baixa evaporacdo e intemperizacdo lenta, permanecendo
assim por longos periodos nos sedimentos, sendo um xenobidtico de dificil degradacdo. Neste
sentido, estudos iniciais foram realizados com a &gua do mar do Porto de Suape, PE, Brasil,
avaliando os aspectos biologicos, particularmente a biota bacteriana local. A coleta da 4gua do
mar foi realizada em trés pontos, sendo as bactérias isoladas em membrana filtrante (0,22
pm), utilizando meios de culturas seletivos, sendo isoladas um total de 602 bactérias, ndo
sendo observado diferencas no nimero de bactérias isoladas para os diferentes pontos de
amostragem. Observou-se ainda que, o género mais frequente foi Bacillus (98%), seguido de
Serratia (2%). As bactérias isoladas foram avaliadas quanto ao potencial oxidativo, frente ao
combustivel MF-380 (cedido pela TRANSPETRO). Os ensaios de degradagdo foram
realizados em Erlenmeyers (500 mL), no meio Bushnell Haas-BH, na presenca de 1% a 5%
do MF-380 como fonte de carbono, incubados em condigdes estaticas, temperatura de
30+£1°C, por 10 dias. Excelentes resultados foram obtidos com 24h, onde 90 bactérias (15,2%)
demonstraram habilidade oxidativa, e a partir dessas, observou-se que sete bactérias
demonstraram atividade lipolitica (4,5 U/L a 77,2 U/L). A bactéria selecionada P11-A, com
(77,2% de atividade lipolitica), demonstrou degradar 100% de Dodecano e 93,9% do
Pentadecano, respectivamente, para a concentracdo de 3% do MF-380. Na concentracdo mais
elevada do MF-380 (5%) observou-se uma maior degradacdo para hidrocarbonetos com
cadeias menores pela mesma bactéria, como para Eicosano (91,6%) e Docosano (85,7%). A
partir desses resultados foi realizado consorcio entre as sete bactérias selecionadas pela
atividade lipolitica, empregando um planejamento Plackett & Burman, onde a variavel
dependente demonstrou que a bactéria P11-A (Bacillus sp.) apresentou maior potencial
biotecnologico para degradacdo do 6leo MF-380. Portanto, os estudos realizados sugerem
que o Bacillus sp. (P11-A) pode ser aplicado nos processos de biorremediacdo pelo 6leo
combustivel MF-380, possibilitando o interesse pelas industrias petroliferas.

Palavras chave: Bactérias marinhas. Bacillus sp. Oleo combustivel. Enzimas.

Hidrocarbonetos.



ABSTRACT

The marine fuel or "Marine Fuel- (MF)" or Bunker, also known as non-aqueous phase liquids
(LFNA) is obtained by fractional distillation of crude oil, composed primarily of long chain
hydrocarbons (alkanes, cycloalkanes and aromatics ), enabling different chemical classes. The
MF-380 oil has properties as high emulsification, low evaporation and slow weathering,
remaining for long periods in sediments, with a xenobiotic difficult degradation. Initial studies
were performed with seawater the Port of Suape, PE , Brazil, evaluating the biological,
particularly bacterial biota site. The collection of sea water was performed at three points, and
the bacteria isolated in membrane filter (0.22 microns) using means of selective cultures, and
isolated a total of 602 bacteria, not observable differences in the number of bacteria to
isolated the different sampling points. It was also observed that the most common genus
Bacillus was (98%), followed by Serratia (2%). Bacterial isolates were evaluated for
oxidative potential, compared to the MF-380 fuel (donated by TRANSPETRO). The
degradation tests were performed in Erlenmeyer flasks (500 ml), the middle Bushnell-Haas
BH, in the presence of 1% to 5% of MF-380 as the carbon source, incubated in static
conditions, temperature 30 = 1 ° C for 10 days. Excellent results were obtained with 24, 90
where bacteria (15.2%) showed oxidative ability, and from these, we found that 7 bacteria
showed lipase activity (4,5U / L to 77,2U / L). The bacterium selected P11-A, (77.2% of
lipase activity) showed 100% Dodecane degrade and 93.9% of pentadecane, respectively, to a
concentration of 3% MF-380. At the higher concentration of MP-380 (5%) observed
increased degradation to smaller hydrocarbon chains with the same bacteria, such as for
eicosane (91.6%) and docosane (85.7%). From these results was carried out between 7
bacteria consortium selected by lipase activity, employing a Plackett & Burman planning,
where the dependent variable showed that the P11-A bacterium (Bacillus sp.) showed higher
biotechnological potential for MF-380 oil degradation. Therefore, studies have suggested that
Bacillus sp. (P11-A) can be applied in bioremediation processes for fuel oil MF-380, allowing
interest in the oil industry.

Keywords: Marine bacteria. Bacillus sp. Fuel oil. Enzymes. Hydrocarbons.
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1 INTRODUCAO GERAL

Ha muitas aplicacdes de hidrocarbonetos na industria, com seu principal papel no
abastecimento. Devido ao uso generalizado de hidrocarbonetos, derrames e contaminagdo do
solo e das aguas subterraneas tém sido comum h& anos. Petroleo pode ser classificado em seis
principais grupos definidos operacionalmente de produtos quimicos: hidrocarbonetos
saturados, hidrocarbonetos aromaticos, componentes nao hidrocarbonetos mais polares,
resinas e asfaltenos. Os hidrocarbonetos podem ser removidos a partir de ambientes poluidos
usando vérios métodos "naturais”, tais como a evaporacdo e dissolu¢cdo dos componentes
volateis e soltveis, decomposicao fotoguimica, e biodegradacdo microbiana (Ward, 2013).

Apesar dos inimeros beneficios gerados pelo processo de industrializacdo e refinaria
no setor petrolifero, ocorrem contaminac@es ambientais pelo descarte de grandes quantidades
de substancias quimicas toxicas em aguas subterraneas e superficiais, solos, sedimentos e ar
constituindo uma problematica relativa ao desenvolvimento industrial (Pavic, 2015).

Neste sentido, diversas substancias hoje presentes no ambiente, tém sido geradas pelo
homem através da sintese quimica. Embora, muitas possam ser degradadas em poucos meses
pela populacdo microbiolégica do ambiente, contudo, outras persistem na natureza por um
longo tempo. Assim as substancias recalcitrantes, consideradas xenobidticas, ndo sao
biodegradadas ou, quando o sdo, o processo € muito lento. Como resultado das atividades
humanas, aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de substancias quimicas perigosas sdo
liberadas anualmente no meio ambiente. Em alguns casos, trata-se de emissdes deliberadas e
regulamentadas (residuos industriais), em outros, de escapamentos acidentais, como por
exemplo, as manchas de 6leo ou de petréleo (CETESB, 2010).

Neste sentido, estratégias devem ser utilizadas para controlar a contaminacao
ambiental por petréleo e seus derivados as quais vém sendo objeto de estudos nas Gltimas trés
décadas. Quando ocorre um derrame ambiental a primeira acdo € remover a fase de 6leo por
acdo mecanica ou por métodos fisico-quimicos através da aplicacdo de tensoativos para
dispersar a camada de Oleo, porém existe a necessidade de metabolizacdo de compostos
solveis na agua. Assim, a biorremediacdo abrange um conjunto de tecnologias que utilizam
micro-organismos, ou produtos microbianos para degradar os poluentes ambientais,
transformando-os em substancias com baixa ou nenhuma toxicidade (MAIER, 2000).

Bactérias e fungos (leveduras e filamentosos) sdo considerados os principais agentes

da biodegradabilidade de hidrocarbonetos. Sabe-se que a introducéo de residuos de 6leo causa
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sensiveis aumentos de ambos 0s grupos. Além disso, micro-organismos isolados de locais,
que historicamente estdo expostos a poluicdo de hidrocarbonetos, adquirem mais mecanismos
de biodegradabilidade do que outros isolados de areas sem nenhum historico (SAADOUN, et
al, 2008).

O interesse no isolamento dos micro-organismos nativos estd associado a busca por
linhagens que possuam capacidade em degradar petrdleo e derivados, procurando utilizar-se
das habilidades microbianas em processos de biorremediacdo. Além disso, obter uma analise
da composicdo da microbiota da localidade impactada, oferece dados mais atualizados para a
implantacdo de um processo de restabelecimento ambiental na area.

A agua do mar utilizada pela termoelétrica Termope S/A, é proveniente das
adjacéncias do Porto de Suape e da area de movimentacdo de MF-380. Varios cenarios de
contaminacgéo suscitam desenvolvimento de processos em que 0S micro-organismos possam
ser empregados na degradacdo de diferentes concentragcdes de carga organica presentes na
matriz aquosa. Micro-organismos isolados na &rea impactada por MF-380, proximo ao
complexo de Suape-PE, bem como aqueles isolados de material contaminado por
hidrocarbonetos, demostram habilidade para degradar a mistura MF-380 no processo de
biotratamento.

O Complexo Portuario de Suape-PE desponta desde a Gltima década como um dos
portos com um maior volume de movimentacdo de carga no pais. O Porto movimenta mais de
5 milhdes de toneladas de carga por ano, destacando-se, os granéis liquidos (derivados de
petroleo) e a refinaria prevé, um aumento de producdo para 200.000 barris de derivados de
petrdleo por dia.

O interesse no isolamento dos microrganismos nativos estd atrelado a busca por
linhagens que possuam capacidade em degradar petroleo e derivados, procurando utilizar-se
das habilidades microbianas em processos de biorremediacdo. Além disso, obter uma anélise
da composi¢do da microbiota da localidade impactada, oferecendo dados mais atualizados
para a implementacdo de um processo de restabelecimento ambiental na &rea.

Desta forma a utilizacdo dos microrganismos autoctones no biotratamento de agua do
mar com diferentes concentracfes de MF-380, a fim desenvolver bioprocesso que possa dar
resposta aos diferentes niveis de contaminacdo. Tal desenvolvimento contribuira para a
melhoria da qualidade da &gua na regido, além de contribuir com a elaboragéo de planos de
contingéncia que visem ao tratamento ambientalmente amigavel da &gua quando houver

ocorréncia de descargas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Isolar e caracterizar a microbiota das areas impactadas com MF-380 na regido do porto
de Suape-PE, bem como avaliar o potencial biotecnoldgico das bactérias selvagem e
aclimatados com MF-380 (1%, 3% e 5%) para o tratamento da 4gua do mar contaminada

através de consorcios.

2.2 Especificos

- Avaliar os parametros fisico-quimicos da agua do mar;

- Realizar a caracterizacdo quimica elementar do combustivel maritimo (bunker MF — 380);

- Isolar e selecionar bactérias com capacidade de degradar diferentes concentracdes do MF-
380;

- Avaliar o potencial enzimatico das bactérias selecionadas;

- Avaliar a degradagéo do 6leo combustivel marinho MF-380 pelas bactérias selecionadas;

- Estudar consércios bacterianos degradadores de MF-380 e avaliar a eficiéncia da
degradacéo;

- Avaliar a viabilidade dos micro-organismos utilizados no consorcio visando o

biotratamento;
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Derivados de petroleo e seus hidrocarbonetos

O petroleo foi originado a partir de organismos presentes em mares rasos durante o
periodo permiano que data de 245 a 280 milhGes de anos, sendo, portanto, de origem
biogénica. E constituido por uma complexa mistura de compostos organicos que podem ser
divididos em hidrocarbonetos alifaticos (alcanos, alcenos e ciclicos), hidrocarbonetos
aromaticos (mono e polinucleares), asfaltenos (fendis, acidos graxos, cetanos e ésteres) e
compostos polares que incluem as resinas (PEREIRA et. al., 2009).

Centenas de compostos geralmente agrupados sdo encontrados em quatro fracbes do
petroleo, de acordo com a solubilidade dos compostos saturados (n-alcanos, alcanos de
cadeias ramificadas e cicloalcanos); compostos aromaticos (aromaticos mono-, di- e
polinucleares contendo grupos alquilos e/ou anéis de cicloparafinas), resinas (agregadas com
piridinas, quinolinas, carbasois, sulfoxidos, amidas) e asfaltenos (agregados com
poliarométicos extensos, &cidos nafténicos, sulfides, fendis polihidricos, acidos graxos e
metaloporfirinas) (CAPPELLI et. al., 2001).

Estes compostos podem ter diferentes classificacfes, sendo uma delas de acordo com
0 peso molecular. Compostos com até 10 atomos de carbono sdo formados por moléculas
pequenas, sdo extremamente volateis, evaporando e dissolvendo sem deixar residuos. S&o
ainda mais biodisponiveis, sendo assim absorvidos mais facilmente pelos seres vivos, além de
serem potencialmente inflamaveis. Os compostos de médio peso molecular (C11 a C22)
apresentam-se como moléculas mais complexas, com evaporacao e dissolucdo mais lenta e
formando alguns residuos remanescentes. Sao menos biodisponiveis que 0s de baixo peso
molecular. Por fim, os compostos de alto peso molecular apresentam cadeias com mais de 23
atomos de carbono, constituindo moléculas grandes, com baixa capacidade de evaporagdo e
dissolugdo, alto tempo de resisténcia no ambiente, sendo assim considerados persistentes. Os
compostos médio e pesados, acima classificados, apresentam maior atividade carcinogénica e
mutagénica em seres vivos (COTTA, 2008).

O petroleo, para que tenha seu potencial energético efetivamente aproveitado, deve ser
desdobrado em cortes de faixas de ebulicdo caracteristicas, denominadas fracdes. Esse
desdobramento podera ser alcancado pela destilagdo do 6leo bruto. A separagdo das fracGes

existentes no petroleo é feita através da destilagcdo. A partir do conhecimento dos dados de
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distribuicdo dos intervalos de ebulicdo caracteristicos de cada corte, que vao compor e definir
a curva de destilacdo de um determinado petroleo, é possivel prever o percentual (rendimento)
dos diferentes cortes ou fracGes, tais como gasolina e querosene, 6leo diesel e outros, o que é
fundamental para o controle do processo de refino e para a garantia da qualidade dos produtos
(VALLE, 2007).

A destilacdo € um processo de operacao unitaria baseado na diferenca de temperaturas
de faixas de ebulicdo entre os compostos existentes em uma mistura liquida. No caso dos
hidrocarbonetos, quanto maior a formula molecular maior sera o ponto de ebuli¢do. Assim, é
possivel separar, por meio da destilacdo, os compostos leves, médios e pesados que componha
0 petréleo (CORREA, 2009).

3.2 Oleo Combustivel

O oleo combustivel derivado de petréleo, também chamado 6leo combustivel pesado
ou 6leo combustivel residual, é a parte remanescente da destilacdo das fracbes do petréleo,
designadas de modo geral como fracBes pesadas, obtidas em varios processos de refino. A
composi¢cdo complexa dos 6leos combustiveis depende ndo s6 da origem do petr6leo, como
também do tipo de processo e misturas que sofreram nas refinarias, de modo que se pode
atender as varias exigéncias do mercado consumidor numa ampla faixa de viscosidade.
Largamente utilizados na inddstria moderna para aquecimento de fornos e caldeiras, ou em
motores de combustdo interna para geracdo de calor, os 6leos combustiveis subdividem-se em

diversos tipos, de acordo com sua origem e caracteristicas (http://www.br.com.br/wps/portal/

portalconteudo/home, 2012).

No Brasil, a producédo de petréleo na Bacia de Campos, regido norte do estado do Rio
de Janeiro, € estratégica, representando mais de 80% da extracdo nacional. Uma das
caracteristicas é ser executada totalmente em “offshore”, através de 40 sistemas de producgao
distribuidos entre plataformas fixas, flutuantes e navios adaptados. O escoamento da produgéo
da Bacia de Campos, 1,5 milhdes de barris/dia, é realizado por oleodutos (20%) e o restante
por navios. Essas atividades expdem a regido a um risco potencial de acidentes, com
vazamentos de Oleo, possibilitando a contaminagdo de ambiente costeiros como praias e
manguezais. Esse tipo de catastrofe, além do dano ao meio ambiente, pode vir a causar graves

impactos na imagem das companhias produtoras de petroleo (SOUZA & TRIGUIS, 2006).


http://www.br.com.br/wps/portal/portalconteudo/produtos/paraindustriasetermeletricas/oleocombustivel/!ut/p/c5/04_SB8K8xLLM9MSSzPy8xBz9CP0os3hLf0N_P293QwP3YE9nAyNTD5egIEcnQwt3I6B8JE55AydjknT7-3u6AuUNXF09jM2Bygnp9vPIz03VL8gNjSh3VFQEABBQ8zM!/dl3/d3/L0lDU0lKSWdra0EhIS9JTlJBQUlpQ2dBek15cUEhL1lCSlAxTkMxTktfMjd3ISEvN185TzFPTktHMTBHUFBFMDJMTkxNOEsxMTBPMw!!/?PC_7_9O1ONKG10GPPE02LNLM8K110O3000000_WCM_CONTEXT=/wps/wcm/connect/portal+de+conteudo/produtos/para+industrias+e+termeletricas/oleocombustivel/tiposoleoscombustivel
http://www.br.com.br/wps/portal/%20portalconteudo/home
http://www.br.com.br/wps/portal/%20portalconteudo/home
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3.3 Combustivel Marinho (MF)

O “marine fuel” é um tipo de combustivel liquido que é destilado de forma fracionada
a partir de petréleo bruto. Também conhecido como 6leo combustivel Marinho ou Bunker,
este material pode ser dividido em diferentes categorias com base na sua composi¢do quimica,
a sua finalidade, e a temperatura de ebulicdo (Ficha de Informacdo de Seguranca de Produto
Quimico do MF-380 em anexo). Em comparacdo com outros produtos de petréleo, 6leo
combustivel para navios é extremamente denso e altamente poluente (WISEGEEK, 2012).

Ap0s o0 bleo cru é extraido a partir do solo e levada a uma refinaria, passa por um
processo chamado de destilacdo fraccionada. Durante a destilacdo fracionada, o Oleo é
aquecido, fazendo com que os diferentes tipos de 6leo se separem por ter pontos de ebulicdo
diferentes. Classicamente, a destilacdo fracionada € realizada numa coluna de destilacéo, a
qual desvia vérias fragdes em que se precipitou. Durante a destilacdo fracionada, refinarias de
petréleo também podem utilizar catalisadores para "quebrar™ as cadeias de hidrocarboneto do
petréleo bruto para criar fracdes de 6leo especificos. Produtos mais pesados de petréleo como
diesel e 6leo lubrificante precipitam mais lentamente, e 6leo bunker é, literalmente, o fundo
do poco, a Unica coisa mais densa do que bunker é o residuo que é misturado com alcatrdo
para pavimentacdo de estradas e telhados de vedacdo (WISEGEEK, 2012).

O 6leo combustivel marinho é normalmente conhecido como Liquido de fase nédo
aquosa (LFNA) classe essa que inclui muitos produtos liquidos que derivam do petréleo,
esses combustiveis sdo queimados em fornos ou caldeiras para geracdo de calor ou utilizados
em motores de grande porte para geracdo de energia. O LFNA contém principalmente
hidrocarbonetos de cadeia longa, em particular alcanos, cicloalcanos e aromaticos. Os 6leos
combustiveis podem ser classificados de acordo com seu ponto de ebulicdo em seis classes
numeradas de n°® 1 a n° 6, ou podem ser ainda classificados pela composi¢éo e finalidade
(LEE et. al., 2011).

Existem vérios tipos de combustiveis utilizados em embarcac6es, também conhecidos
por bunker. De acordo com a PETROBRAS DISTRIBUIDORA (2012), 12 tipos de 0leos
combustiveis maritimos sdo comercializados na America do sul (Tabela 1). A base terminal
de Recife (BAREC), que desempenha a atividade de armazenagem e distribuicdo de derivados
de petrdleo e alcodis, tem uma capacidade operacional de armazenamento de 4.279 m3 de
MF-380 e 2.492 m3 de Oléo diesel maritimo. Estes combustiveis podem ser recebidos ou

carregados em Navio-Tangue ou Balsa-Tanque.
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Tabela 1 - Tipos de 6leos combustiveis maritimos sdo comercializados na América do
sul. (PETROBRAS DISTRIBUIDORA, 2012). Fonte: http://www.br.com.br/wps/portal/

portalconteudo/home

Oleo Combustivel Maritimo Bunker C
Oleo Combustivel Maritimo MF-30
Oleo Combustivel Maritimo MF-40
Oleo Combustivel Maritimo MF-60
Oleo Combustivel Maritimo MF-80
Oleo Combustivel Maritimo MF-100
Oleo Combustivel Maritimo MF-120
Oleo Combustivel Maritimo MF-150
Oleo Combustivel Maritimo MF-180
Oleo Combustivel Maritimo MF-280
Oleo Combustivel Maritimo MF-320
Oleo Combustivel Maritimo MF-380

A grande densidade do 6leo bunker Ihe confere as propriedades de alta emulsificacao,
baixa evaporacao e intemperizacdo lenta, que fazem com que permaneca por longos periodos
no sedimento e que seus componentes fiquem disponiveis para bioacumulacdo e

biomagnificacdo (efeitos cronicos) (NUDI et. al., 2007).

3.4 Contaminacdes ambientais por petréleo e seus derivados

A poluicéo por hidrocarbonetos provenientes de fontes naturais e antropogénicas pode
ter efeitos prejudiciais dramaticas para 0 meio ambiente. Grande quantidade de petréleo bruto
marinho entrar, aguas subterraneas, do solo e outro ambiente pode causar danos significativos
para 0s organismos residentes. Recentes vazamentos de petroleo desastrosas, por exemplo,
Vazamento de petréleo Deepwater Horizon no Golfo do México em 2010 e Penglai, derrames
de petroleo na baia de Bohai (China, 2011), se tornou uma das principais fontes de poluicéo
por 6leo no oceano. Estratégias ambientalmente benignas custo-beneficio e sdo urgentemente
exigidos de limpeza do petréleo derramado. Muitas técnicas sdo utilizadas para mitigar e
limpar a poluicéo do petroleo bruto no ambiente (Obuekwe and AleMuttawa, 2001;

Devido aos derramamentos acidentais de 0leo cru e petroderivados, grande quantidade
de material recalcitrante se acumula em ambientes aquaticos, em zonas costeiras e em regides
proximas a terminais de transporte e distribuicdo de combustiveis (SOUZA, 2003).

O excesso de poluentes no ambiente tém sido um dos principais motivos de

preocupacao por parte da sociedade contemporanea. Os solventes aromaticos, 0s combustiveis


http://www.br.com.br/wps/portal/%20portalconteudo/home
http://www.br.com.br/wps/portal/%20portalconteudo/home
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liquidos e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) constituem os principais grupos
contaminantes no Brasil (CETESB, 2008).

A contaminacéo por petréleo e seus derivados pode ocorrer de forma diferente durante
a etapa de producdo, transporte e refino. Os campos de extracdo do petrdleo e gas natural do
Brasil estendem-se desde o litoral do Rio Grande do Norte até o Parana (ALMEIDA, 2006).

No Nordeste, 0 complexo portuario de Suape em Pernambuco, movimenta cerca de 5
milhGes de toneladas de carga por ano, destacando-se entre elas os derivados de petroleo,
produtos quimicos como alcodis e 6leos vegetais. A Petrobras espera iniciar a refinaria Abreu
e Lima com capacidade operacional de 230.000 barris / dia (b/d), em Pernambuco, em 2014.
Este sera o primeiro de quatro novas refinarias em construcdo pela Petrobras no Brasil para
adicionar uma capacidade combinada de 1,46 milhdes de b/d em 2020, em uma tentativa de
atender a crescente demanda do pais por destilados médios. Até 2016, a Petrobras planeja
colocar online a primeira das duas fases no Comperj, a refinaria no Rio de Janeiro, com uma
capacidade de 165 mil b/d. A empresa planeja processar nas duas instalacbes. Em seu plano
de investimentos 2012-2016, o maior foco foi a modernizagédo e expansao suas instalacbes de
refino (ONIP, 2012).

No Brasil as regides costeiras entdo mais suscetiveis a derramamentos de petréleo e
seus derivados, ja que os maiores indices de acidentes tém sido registrados nas operacoes
realizadas nos portos e terminais, cerca de 90,8% do total. Além da contaminagdo que ocorre
durante o processo de refino, nas operacdes de lavagem dos tanques de petroleiros em pleno
oceano, sdo derramadas grandes quantidades de combustiveis. Apesar de ser proibida, essa
pratica ainda persiste em decorréncia da dificuldade de fiscalizacdo pela extensdo da costa
brasileira (MACIEL, 2010).

3.5 Diversidade marinha

Setenta por cento da terra é ocupada por oceanos e, assim, faz a terra conhecida como
"planeta azul" (BOWLER et. al., 2009; GLOCKNER, 2010). Desta forma, o oceano, foi
considerado a mde de todas as formas de vida (BHATNAGAR e KIM, 2010). Quarenta por
cento dos habitantes do mundo vivem ao longo da costa dos oceanos. Microrganismos
marinhos tém sido associados a Varios processos no mar com 50% da producdo mundial
primaria ocorrendo no oceano e sendo realizada por micro-organismos marinhos

metabolisando elementos quimicos. Um mililitro de 4gua do mar contém mais do que 105
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células microbianas, dai os oceanos globais invariavelmente contém 3,6 x 10%° células
tornando um vasto recurso biogeografico (SOGIN et. al., 2006). Micro-organismos marinhos
sdo promotores da maioria dos ciclos biogeoquimicos que ocorrem no mar. Uma questdo
importante a fazer é que, com a biodiversidade marinha, ha alguma possibilidade de explorar
tanto as potencialidades sociais e econdmicas dessas formas oceénicas de vida para 0S
beneficios da humanidade? Absolutamente sim, a microbiologia marinha e a biotecnologia
proferem respostas para essa pergunta. As Ultimas décadas tém vindo a exploséo global por
varios pesquisadores do mundo em isolamentos compreensdo, funces e utilizacdo de
bactérias, fungos, protozoérios e virus do oceano (ODEYEMI, 2013).

A biotecnologia marinha (ou biotecnologia azul) é considerada uma area de grande
interesse e potencial devido a contribuicdo para a construcdo de uma sociedade eco-
sustentavel e altamente eficiente. Os ambientes aquaticos ainda ndo sdo totalmente explorados
e seus recursos podem desempenhar um importante papel para diversas atividades industriais.
Diferentes prioridades de investigacdo poderia ser identificada no campo da biotecnologia
marinha para mostrar a visdo dos desenvolvimentos e as perspectivas para 0s proximos anos.
Os aspecto fundamentais estdo relacionado a aquicultura: novas metodologias vai ajudar na
reproducdo seletiva de espécies, em aumentar a sustentabilidade da producdo e no bem-estar
animal reforco, incluindo mudancas na oferta de alimentos, medidas terapéuticas preventivas
e uso de desperdicio zero-recirculacdo sistemas (MELAMED, 2002; ADAMS, 2006; TAL,
2009).

A biotecnologia azul poderia ser ainda mais envolvida em pontos chave de questdes
ambientais, como em tecnologias de bio-sensores para permitir um monitorizacao in situ do
meio marinho, tecnologias de biorremediacdo e no desenvolvimento rentavel de tecnologias
anti-incrustante (DE CARVALHO et. al., 2010; CAMPAS et. al., 2012).

Os ambientes marinhos assim como 0s manguezais sdo especialmente suscetiveis a
poluicdo por hidrocarbonetos, devido a sua localizacdo em baias abrigadas por onda de baixa
energia inundada pelas marés (GETTER et. al., 1984; LEWIS et. al., 2011). Métodos de
limpeza, tais como em biorremediacéo in situ para promover a degradacdo do 0leo, bactérias
sdo utilizadas para oferecer uma tecnologia de limpeza ambiental menos invasiva (SANTOS
et. al., 2010). Biofilmes bacterianos prometem melhorar o crescimento das plantas e
recuperacdo de areas impactadas e pode ajudar a substituir maquinario pesado usado
atualmente em operacGes de limpeza. Além disso, cada vez mais provas de que a presenga de

um consércio microbiano na rizosfera tende ndo sO a regenerar e recuperar ambientes
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marinhos como aumenta o crescimento e sobrevivéncia das plantas em mangues com poluicéo
por 6leo (SANTOS et. al., 2011).

As bactérias com potencial degradador de hidrocarbonetos sdo encontrado em diversos
ambientes aquaticos, e que tenham um histdrico de contaminag¢do ou ndo. Um consorcio de
bactérias foi isolado a partir de sedimento de manguezais e rizosfera de Avicennia sp.,
Laguncularia sp. e Rhizophora sp. Os isolados foram obtidos apds enriquecimento com 5%

de 6leo como fonte de carbono exclusiva (CARMO et. al., 2011).

3.6 Agua do mar

Os estudos sobre o mar sdo indispensaveis para conhecer a estrutura e o
comportamento fisico-quimico da dgua do mar bem como das solugdes eletroliticas aquosas.
Muito embora seja fundamental se conhecer a estrutura da agua pura e os efeitos dos
diferentes pardmetros ambientais, a 4gua do mar esta longe de ser uma substancia pura.
Entender que a agua do mar depende da adicdo de eletrdlitos, a qual altera a estrutura da agua
(ALVES, 2006).

A composicdo quimica da dgua do mar é Unica, se comparada com outros sistemas
aquosos naturais, e os principais fatores de diferenciacdo sdo: a alta concentracdo de solutos e
a baixa flutuacdo geogréafica da concentracdo. Embora 0s mares e oceanos estejam sujeitos
aos movimentos oriundos dos ciclos hidrolégicos, que promovem precipitacbes ou
dissolugdes de diferentes solutos, em diferentes tempos, a agua do mar apresenta
caracteristicas de concentracdo aproximadamente constante tanto para sua profundidade
guanto em sua extensdao (SOUZA, et. al., 2005)

A constancia relativa das concentracfes dos ions é conhecida como Principio de
Marcet ou Regra das Proporgcdes Constantes. Formalmente isso quer dizer que embora a
salinidade possa variar de um lugar para o outro, as relacfes entre as quantidades dos ions
majoritariamente presentes nas aguas do mar ou oceano aberto sdo aproximadamente
constantes (ALVES, 2006).

O oceano corresponde a 71% da superficie da terra. A agua do mar é uma solucéo
contendo 70 elementos quimicos, constituida por solvente (agua) e por soluto (sais). Na
guimica, um sal é um composto neutro (Ex.: NaCl, KCI, CaSO4) de um céation (Na+, K+,
Cat+) ligado a um anion (Cl--, SO4--). Eles séo tipicamente o produto de uma reacéo
quimica (GOMES, 2005).
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A 4gua dos oceanos é salgada porque contém sais dissolvidos (com concentragoes
entre cerca de 33 e 37 g por cada quilograma de agua do mar) que tém varias origens:

1. Rochas da crosta vdo-se desgastando por erosdo e ha uma parte dissolvida desse material
que é transportada para o oceano pelos rios.

2. Erupcoes vulcénicas libertam substancias volateis (tais como dioxido de carbono, cloro e
sulfato) para a atmosfera, uma parte das quais é transportada por precipitacdo diretamente
para 0 oceano ou indiretamente por meio dos rios. As erupcdes vulcanicas submarinas
contribuem fortemente para os ions no oceano (GOMES, 2005).

Para todos os oceanos, embora a quantidade total de sais dissolvidos seja variavel, as
proporcOes relativas dos principais elementos (Sodio - Na+, Cloro - Cl--, Magnésio - Mg++,
Célcio - Ca++, Potassio - K+, Sulfato - SO4--) sdo constantes. Esses elementos correspondem
a 99% do total de elementos na 4gua do mar. Somente o sal NaCl (Cloreto de Sddio) é
responsavel por 86% da composicdo da agua marinha. * Em uma salinidade de 35, 1kg de
agua do mar contém em média 35 gramas de sais inorganicos dissolvidos. A agua do mar é
constituida de 96,5% de agua pura e 3,5% de sais. Apresenta também uma pequena
quantidade de organismos vivos e material inorganico particulado e organico dissolvido
(BAPTISTA NETO, 2004).

A &gua dos oceanos é um bem mineral e uma fonte sustentdvel de elementos
economicamente importantes, como por exemplo: Cl, Na, Mg, K, Br, Sr e B. Em muitos
paises, a &gua do mar constitui a principal fonte de sal para consumo humano, como é o caso
do Brasil, que extrai todo seu sal de cozinha (NaCl) a partir da evaporagdo da dgua marinha
proveniente das salinas do Nordeste e do Rio de Janeiro (ALVES, 2006).

3.7 Técnicas de biorremediacao e suas respectivas aplicacdes

A biodegradacdo € um dos principais processos de atenuagdo natural para a maioria
dos produtos quimicos organicos no ambiente aquatico. Os compostos quimicos que sdo
caracterizadas como sendo biodegradaveis sdo quebradas em compostos menores por
bactérias ou fungos durante o seu crescimento, no melhor caso, eles sdo completamente
mineralizados (isto é, transformados em compostos inorganicos ou utilizado para a producao
de biomassa). A biodegradabilidade e a taxa de biodegradagcdo dos produtos quimicos sdo
importantes para a estimativa de parametros, tais como a exposi¢do a organismos aquaticos,

persisténcia, toxicidade e bioacumulacdo. Biodegradacdo é um dos processos mais desejadas
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do meio ambiente, especialmente desde que os produtos langados durante estas bioreacdes,
pode ser mais uma vez assimilados os ciclos de elementos naturais (Baginska, 2015).

Dentro da biorremediacdo existem alguns tipos de tratamento para degradacdo do
poluente, podendo ser:

“In situ” (Latim = no seu lugar de origem) — o tratamento € realizado no seu préprio
local de origem, ndo ha necessidade de remocdo do material. Isso evita custos e disturbios
ambientais associados ao movimento do material contaminado para o local de tratamento
(JACQUES et. al., 2006; MARIANO, 2006); “ad situ”— os residuos, solo, sdo levados a um
local proximo a area impactada; “ex situ” (Latim =fora do lugar de origem) — ocorre 0
transporte do residuo até um local adequado para remediacéo, distante da fonte poluidora.
(ZHANG et al., 2000; MENEGHETTI, 2007). E necessaria para evitar o alastramento do
contaminante e € muito utilizada em contaminacdes de cursos de agua e lengois freaticos
(ALEXANDER, 1999 apud SANTOS et al., 2007). As técnicas de biorremediacdo “ex Situ”
produzem um resultado mais rapido, pois sdo mais faceis de serem controladas e apresenta
uma maior versatilidade para o tratamento de varios tipos de contaminantes (ABBAS, 2003).

As estratégias usadas para a biorremediacdo dos HAPs podem ser divididas entre as
técnicas in situ, em que ndo ha necessidade de remoc¢do do substrato contaminado, realizando-
se a biorremediacdo no proprio local poluido; e as técnicas ex situ, em que é necessario
remover o substrato, procedendo-se a biorremediacdo em instalacbes apropriadas, fora do
local contaminado (BOOPATHY 2000, RAMSAY et al. 2000).

3.7.1 Atenuacdo natural ou Biorremediacdo intrinseca

A técnica de biorremediacdo in situ de baixo custo, sem que haja acréscimo de
nutrientes ou adequacdo de qualquer condicdo ambiental. Os micro-organismos presentes no
local passam a utilizar o composto organico poluente como fonte de carbono, reduzindo assim
sua concentra¢do com o tempo (MENEGHETT], 2007). Depende de trés eventos:

v Ocorréncia de biotransformacédo dos contaminantes por populac6es indigenas;
v' Sorcdo do contaminante com a matriz ou fases minerais que o tornam
compostos menos biodisponiveis e menos tOXicos aos ecossistemas.

v" Perda da toxicidade por volatilizagdo ou diluicao.
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A remediagdo natural ndo se trata de uma alternativa sem nenhuma agéo de
tratamento, mas sim uma forma de minimizar os riscos para a salde humana e para 0 meio
ambiente Corseuil e Marins (1998) apud Mariano (2006).

A biorremediacdo passiva por ser uma técnica que depende exclusivamente dos
processos naturais, € uma técnica muito lenta, o que exige o0 uso conjunto de outras técnicas e
0 monitoramento do local por um longo periodo de tempo (JACQUES et. al., 2006).

A biorremediacéo intrinseca € uma técnica realizada in situ, sendo conhecida, também,
como atenuacdo natural ou biorremediacdo passiva. Nesta técnica, 0 contaminante permanece
no local e a descontaminacdo ocorre através de processos fisicos, quimicos e bioldgicos
naturais, como volatilizacdo, diluicdo, sorcdo e biodegradacdo. Normalmente, ocorre de
maneira muito lenta, exigindo o monitoramento do local em longo prazo, visando a protecéo
da satde humana e ambiental (BOOPATHY, 2000; DIAZ, 2004; JACQUES, et. al., 2007;
FOGH, 2008).

3.7.2 Bioestimaulacéo

Esta técnica de bioestimulacdo € semelhante a atenuacao natural, a diferenca é que séo
adicionados ao sistema nutrientes organicos e inorganicos que visam estimular a atividade
microbiana como Nitrogénio e Fosforo, para estabelecer relacbes de C:N:P eficientes para o
aumento das populages microbianas, aumentando significativamente as taxas de degradacgao
dos contaminantes organico do ambiente (EVANS et. al., 2004; TRINDADE e.t al., 2005;
JACQUES, et. al., 2006).

Este método que pode ser realizado tanto in situ quanto ex situ. Entretanto, este sé é
eficaz quando ha populagdes microbianas degradadoras no substrato (YAKUBU, 2007). A
técnica € realizada estimulando-se a microbiota endégena, otimizando suas condicfes de
crescimento por meio da adi¢cdo de nutrientes orgénicos e inorgénicos, regulacdo de pH,
temperatura e aeracdo (JORGENSEN et. al., 2000; RAMSAY et. al., 2000; EBUEHI et. al.,
2005; JACQUES et. al., 2007; MANDRI & LIN, 2007; MARIANO et. al., 2007; YAKUBU,
2007; FOGHT, 2008).
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3.7.3 Bioaumentagéo

A técnica de bioaumentacdo consiste na adicdo de culturas bacterianas com
comprovada atividade degradadora dos poluentes a um local, garantindo que o consorcio
adequado de microrganismos estara presente em suficientes tipos, nimero e compatibilidade a
fim de metabolizar o poluente de forma eficaz. Esta técnica pode ser utilizada tanto in situ
quanto ex situ, sendo particularmente importante para tratamentos in situ, quando ndo ha
populacbes microbianas indigenas capazes de degradar o contaminante (JORGENSEN et. al.,
2000; JACQUES et. al., 2007; MARIANO et. al., 2007; YAKUBU, 2007; FOGHT, 2008).

Esta é uma estratégia que ajuda a melhorar a capacidade de uma matriz contaminada
removendo 0s contaminantes por meio de adicdo de uma linhagem isolada ou de consorcios
microbianos. O inoculo utilizado pode ser do préprio local contaminado (autdctone) ou de
outros ambientes impactados (ex6geno) (FANTROUSSI & AGATHOS, 2005). O bioaumento
é um processo de importante utilizacdo em locais contaminados, principalmente naqueles que
ndo possuem ou possuem em pequenas quantidades as populacGes de micro-organismos
necessarios para que o processo de biodegradacdo ocorra (MARIANO, 2006).

Sendo assim todos os fatores bidticos e abidticos do sistema sdo responsaveis pelo
sucesso da biodegradacédo, podendo reduzir a mobilidade, a massa, 0s riscos do contaminante
no ambiente impactado (FRANKENBERGER & KARLSON, 1991; HINCHEE et. al., 1995).

Para que o processo de biorremediacdo ocorra de forma eficiente, os micro-
organismos devem estar ativos e saudaveis. Para isso algumas medidas biocorretivas devem
ser adotadas; estas medidas visam aumentar a populacdo microbiana proporcionando uma
condicdo ambiental étima para o seu desenvolvimento. As medidas biocorretivas podem ser
aplicadas em condicOes aerdbias (na presenca de oxigénio) ou anaerdbias (na auséncia de
oxigénio) (ABBAS, 2003).

Os poluentes organicos possuem uma estrutura quimica que influencia diretamente na
habilidade dos micro-organismos metabolizarem estas moléculas, principalmente na
biodegradacdo (MARIANO, 2006).

3.7.4 Biosparging ou biopulverizacdo

E uma técnica de biorremediagao in situ, muito utilizada em solos contaminados, onde

ocorre a injecdo de ar na zona ndo saturada, proporcionando o fornecimento de oxigénio aos
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micro-organismos aerobios para degradar os compostos organicos. Esta é uma tecnologia
considerada promissora, pois a disponibilidade de oxigénio molecular tem um grande efeito
na biodegradacao de varios compostos (MENEGHETTI, 2007; MARIANO, 2006).

Este processo tem como vantagem a minimizagdo da extracdao de vapores, a utilizacdo
de equipamentos de fécil instalagdo e aquisicdo, a atuacdo em locais de dificil acesso e o

pequeno impacto na area contaminada (CETESB, 2012).

3.7.5 Bioventing ou Bioventilagdo

Semelhante ao Biosparging € uma técnica onde também se utiliza o oxigénio para
ativar a microbiota aerdbia presente em regides subterraneas para degradar para degradar
compostos organicos absorvidos no solo e em zonas nédo saturadas, diferenciando da técnica
de Biospargin, pois o fluxo de ar é fornecido em baixas taxas para impedir a volatilizacéo de
alguns contaminantes (KIRTLAND & AELION, 2000).

A técnica de bioventing ou bioventilacdo € normalmente utilizada para o tratamento de

solos contaminados e baseia-se na introducdo de oxigénio no substrato para estimular
a atividade dos microrganismos aerdbios, podendo ser aplicada in situ ou ex situ, de acordo
com o local a ser tratado (BOOPATHY, 2000).

3.7.6 Compostagem e Landfarming

O sistema de landfarming é aplicado para o tratamento da fase sélida de solos
contaminados e pode ser realizado in situ ou ex situ (BOOPATHY, 2000). Nesta técnica, 0s
microrganismos da camada superficial do solo sdo estimulados a degradar os poluentes
transformando-os em substancias inertes como CO2 e agua, por meio do revolvimento do solo
e uso de aracdo, além da adicdo de nutrientes e, se necessario, de irrigagdo, bioaumentacao e
surfactantes (JORGENSEN et. al., 2000; JACQUES et. al., 2007).

A compostagem € outro processo de descontaminacdo de solos, realizado por
microrganismos aerdbios ex situ. No emprego desta técnica, o substrato contaminado é
removido do local de origem e colocado em pilhas, com ou sem aeracdo, controlando-se a
lixiviacdo e o escoamento superficial dos liquidos provenientes dessas pilhas (JORGENSEN
et. al., 2000; JACQUES et. al., 2007).
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Segundo Fernandes e Silva (1999), “a compostagem pode ser definida como uma
bioxidacdo aerdbia exotérmica de um substrato organico heterogéneo, no estado solido,
caracterizado pela producdo de gas carbonico, agua, liberacdo de substancias minerais e

formagao de matéria organica estavel”.

3.7.7 Degradacdo em reatores bioldgicos

E uma estratégia ex situ em que necessita da remocdo e transporte do material
contaminado para um local adequado, por ser tratar de um sistema fechado apresenta um
maior controle das condicBes abidticas e bidticas, podendo ser melhorado com a adicdo de
nutrientes, de micro-organismos, oxigénio e umidade adequados (KHAN et. al., 2004).

Utilizado para o tratamento de liquidos ou suspensdes ex situ. Neste método, a
biodegradacdo ocorre em um recipiente ou reator (BOOPATHY, 2000), onde o material
contaminado é misturado com agua formando uma suspensao, com 5 a 50% de sélidos, que é
agitada mecanicamente, aumentando a aeracdo, a homogeneidade dos poluentes e sua
disponibilidade aos microrganismos.

Pardmetros fisicos e quimicos, como pH, disponibilidade de nutrientes, aeracdo e
temperatura sdo ajustados para a maxima producdo de biomassa, sendo possivel, ainda,
bioaumentar o substrato. Apds a reducdo dos contaminantes aos niveis desejados, a suspensao
é desidratada e a 4gua pode ser reutilizada no biorreator (DOELMAN & BREEDVELK, 1999
apud JACQUES et. al., 2007; WOO & PARK, 1999; VAN HAMME et. al., 2003). A técnica
possui a vantagem de degradar poluentes de maneira muito rapida. Deve-se, entretanto,
considerar que quantidade de substrato tratado é limitada pelo tamanho dos biorreatores; em
alguns casos, é necessario o pré-tratamento do substrato para remoc¢do de compostos toxicos
aos microrganismos; além do custo elevado, devido a alta tecnologia empregada. Estes fatores
restringem sua aplicacdo aos casos em que outras técnicas provavelmente ndo trariam
resultados satisfatérios (WOO & PARK, 1999; DOELMAN & BREEDVELK, 1999 citado
em JACQUES et. al., 2007, VAN HAMME et. al., 2003).

E possivel utilizar biofiltros para realizar o tratamento de poluentes volateis por meio
da utilizacdo de colunas de captacdo microbiana, evitando que 0s contaminantes sejam
emitidos na atmosfera (BOOPATHY, 2000).

O método conhecido como pump and treat é utilizado para o tratamento de aguas

subterraneas, consistindo no seu bombeamento para a superficie, procedendo-se a
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descontaminacdo ex situ e posteriormente, pela reinjecdo da &gua tratada (BOOPATHY,
2000).

Segundo MULLIGAN c (2001), a utilizacdo de biossurfactantes em diversos tipos de
substrato contaminados proporciona altas taxas de remocdo de poluentes. A adicdo destas
substancias a culturas puras ou em solo tem demonstrado aumentar a biodegradacao de varios
hidrocarbonetos, acelerando o processo de reparacdo (GANESHLINGAM et. al., 1994,
CAMEOTRA & SINGH, 2009). Assim, existe uma clara correlacdo entre producdo de
biossurfactante e utilizagdo de hidrocarbonetos por microrganismos (CAMEOTRA &
SINGH, 2009). Estes compostos tém demonstrado maior versatilidade do que muitos
surfactantes sintéticos, auxiliando na remediacdo da poluicdo ambiental por petréleo tanto in
situ quanto ex situ (MULLIGAN et. al., 2001; YAKUBU, 2007).

3.8 Biorremediacéo

A biorremediacdo é um conjunto de técnicas biotecnoldgicas onde sdo empregados
micro-organismos ou produtos e processos microbianos para a reducdo de impactos causados
ao meio ambiente por contaminantes (ATLAS, 1995). Estas técnicas permitem a remocao de
poluentes organicos, tais como componentes do petroleo e combustiveis, através da acdo dos
processos naturais de biodegradacdo por microrganismos. Esta atividade de degradacdo é
potencializada pela adicdo de substratos, melhoramento das condi¢cdes do meio e, em certos
casos, através da introducdo de micro-organismos especificos, em particular, bactérias e
fungos (KORDA et. al., 1997). Este processo é conseguido por intermédio de microrganismos
gue possuem o potencial enzimatico de degradacdo ou transformacdo dos hidrocarbonetos
derivados do petroleo (HEAD et. al., 1999 e KORDA et. al., 1997), utilizando-os como fonte
de energia e carbono (RON et. al., 2002).

Biorremediacdo é o principal mecanismo para limpar poluentes de petroleo em
condicgéo de atenuagdo natural (KRISTENSEN et. al., 2010). A Biorremediacdo da poluigéo
causado por oOleo € uma forma eficiente de resolver o problema. O petréleo bruto é uma
mistura complexa de hidrocarbonetos contendo n-alcanos, ramificado alcanos, cicloalcanos,
compostos aromaticos, isoprenoides, asfalteno e muitos outros. Diversos micro-organismos
tém o potencial de usar diferentes hidrocarbonetos como fonte de energia. Verificou-se que de
70 géneros, existem mais do que 200 tipos de micro-organismos, que pode oxidar um ou mais

hidrocarbonetos derivados do petroleo (BAO et. al., 2012).
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As medidas biocorretivas visam aumentar a populagdo microbiana, criando condicGes
ambientais propicias para o desenvolvimento. Tais medidas dependerdo de fatores bioldgicos,
como tipos de micro-organismos presentes; e fisico-quimico:pH, agua no solo, quantidade de
nitrogénio, potassio, fosfato e a toxicidade dos poluentes. Dentre as novas estratégias, a
biorremediacdo surge como a menos agressiva ao ambiente e a mais adequada para a
manutencdo do equilibrio ecoldgico. Esta tecnologia tornou-se bastante empregada na
recuperacdo de areas poluidas por substancias xenobidticas e tem boa aceitacdo pela opinido
publica, tendo sido aprovada por érgdos regulamentadores de meio ambiente, como a Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, a Agéncia de Protecdo Ambiental do Canada e de
outros paises. A técnica in situ geralmente, é economicamente viavel, devido aos baixos
custos energéticos necessarios para as transformacées bioquimicas, conduzidas por diversas
espécies microbianas capazes de minimizar ou eliminar o impacto dos poluentes no ambiente
(ECKENFELDER, 1989; LIN et. al., 1996; SEMPLE et. al., 2001).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos € um processo de grande complexidade que
depende da natureza e quantidade dos hidrocarbonetos presentes no ambiente poluido (Musat
and Widdel, 2008). A escolha do processo mais adequado e eficiente dependera do tipo e das
caracteristicas fisico-quimicas e toxicoldgicas dos poluentes (Tabela 2); dos microrganismos
gue existem no local; o volume do material que sera tratado; tempo e custo para a utilizacdo
da tecnologia (LIN et. al., 1996; WALTER & CRAWFORK, 1997).

A biorremediacdo pode ser classificada quanto ao local, como: in- situ e ex-situ. Nas
duas formas, a contribuicdo do micro-organismo varia de acordo com o tipo de substrato, do
equipamento utilizado e do contaminante. A biorremediacao in situ é realizada para remediar
0 local onde ocorreu o derrame, utilizando os micro-organismos presentes no local ou
adicionado ao processo de degradacdo. A biorremediacdo ex situ envolve a remocdo do
material contaminado para outro local, a fim de tratad-lo (ALEXANDER, 1994).



Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas e toxicoldgicas dos poluentes ambientais e

aplicabilidade da biorremediacéo.

Classe
Contaminante

do Freqiiéncia

Evidéncia de sucesso

Limitagdes

1. Hidrocarbonetos e derivados

Gasolina e Oleos Muito frequente
combustiveis

Poliaromaticos Comum

Fécil, biorremediacéo
aerobia e anaerdbia.

Biorremediacdo aerdbia

Formacdo de fase
livre e leve
(LNAPL).

Forte absorcdo em

(naftaleno e sob condi¢Bes superficie.
antraceno) especificas.

Alcool, acetona e Comum Facil remediacéo

éster aerobia e anaerobia.

Eter Comum Biorremediacdo aerdbia

e anaerobia sob
condicdes especificas.

2. Halogenados alifaticos

Altamente clorados — Muito frequente Cometabolizado em Forma fase livre
PCE, TCE condicBes anaerdbias e densa (DNAPL).
aerobias em casos
especificos
Fracamente clorados Muito frequente Biorremediacdo aerébia Forma fase livre
-VC em condic¢Oes especificas densa (DNAPL).
e cometabolizado em
condi¢des anaerdbias.
3. Halogenados aromaticos
Altamente clorados comum Biorremediagdo aerdbia Absorve em
(hexaclorobenzeno sob condi¢Bes superficie. Forma
Pentaclorofenol) especificas e fase liquida (NAPL)

Fracamente clorados Comum
- cloro e
diclobenzeno

cometabolizado em
condigdes anaerdbias.
Facil
aerdbia.

biorremediacédo

e sélida (NASP).

Forma fase
(NAPL).

liquida

4. Bifenilas Policloradas

Altamente clorados Pouco frequente

Fracamente clorados  Pouco frequente

Cometabolizado em
condigdes anaerdbias.
Biorremediacéo
aerdbias sob condicdes
especificas.

Absorve fortemente
em superficie.
Absorve fortemente
em superficie.

Nitroaromaticos Comum Biorremediacdo aer6bia
e anaerébia.

5. Metais

Cr, Cu, Ni, Pb, Hg, Comum Processos microbianos Disponibilidade

Cd, Znetc afetam sua solubilidade altamente  variavel,
e reatividade. controlada pelas

condigdes quimicas.

Fonte: Adaptado de CETESB — GTZ
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3.9 Biodegradacéo de compostos do petréleo e seus derivados

A maior parte dos componentes do petréleo (de 60% a 90%) € biodegradavel.
Entretanto, o restante (de 10% a 40%), em estado bruto ou refinado, é recalcitrante. Mesmo
tratando-se de uma porgdo menor, deve-se ressaltar que isto representa toneladas de poluentes
impactando ecossistemas e sendo bioacumulados e biomagnificados na cadeia trofica. O
destino destes compostos ap6s um derrame ira depender da interacdo entre varios fatores,
podendose destacar a degradagcdo microbiana (CRAPEZ et. al., 2002).

A presenca de hidrocarbonetos em toda a biosfera pode explicar a capacidade de
muitas espécies microbianas em utilizar estes compostos como substrato de crescimento,
degradando poluentes do petroleo e utilizando-os como fonte de carbono e energia
(BOOPATHY, 2000; RAMSAY et. al., 2000; WIDDEL & RABUS, 2001; DIAZ, 2004;
MANDRI & LIN, 2007). Para tal, é necessario quebrar ao menos parte da molécula, em um
composto mais simples, intermediario na via metabolica (BOOPATHY, 2000; RAMSAY et.
al., 2000; WIDDEL & RABUS, 2001; DIAZ, 2004; MANDRI & LIN, 2007).

Algumas caracteristicas das bactérias propiciam sua adaptacdo a véarias condicOes
ambientais, como seu crescimento rapido, versatilidade metabdlica, plasticidade genética e
rapida adaptacdo a variacdes do meio. Para sua sobrevivéncia e crescimento, bactérias
necessitam basicamente de energia, carbono e nutrientes (N, P, S, K, Ca, Mg, etc.) (Martins
2004). Vérias vias metabdlicas de degradacdo dos HAPs foram identificadas em diferentes
bactérias. A quebra de compostos aromaticos pode ser feita aerobicamente ou
anaerobicamente, conforme demonstrado na Figura 1 (DAGLEY, 1975, BUGG &
WINFIELD, 1998; BOOPATHY, 2000; WIDDEL & RABUS, 2001; DiAZ, 2004; JACQUES
et. al,. 2007).

Nos ambientes naturais, a maior parte da matéria organica é mineralizada
aerobicamente, mas este processo pode ocorrer também na auséncia de oxigénio (SMITH,
1990; HOPPER, 1991). Entretanto, de acordo com Diaz (2004), a degradacdo microbiana do
petréleo e seus produtos refinados € muito mais rapida em condicOes aerébicas do que em
condigdes anaerobicas.

A susceptibilidade dos componentes do petroleo a biodegradacdo varia de acordo com
a concentracdo do poluente e com o tamanho da molécula do hidrocarboneto (CHOSSON et.
al,. 1991). Geralmente, um aumento no nimero de anéis aumenta a estabilidade quimica e a

hidrofobicidade da molécula de HAP, tornando-o menos susceptivel a biodegradacéo
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(KANALY et. al., 2000; YU et. al., 2005). A solubilidade dos HAPs em agua é, geralmente,
baixa e decresce quando o peso molecular aumenta. Compostos de alto peso molecular séo,
entdo, considerados recalcitrantes (SEO et. al., 2009; ZHOU et. al., 2009).

A caracteristica comum de todas as fracGes do petréleo é a sua baixa solubilidade em
agua, dificultando a acdo microbiana em degrada-los (KANALY et. al., 2000; YU et. al.,
2005; CAMEOTRA & SINGH, 2009; SEO et. al., 2009). O primeiro passo da degradacao
microbiana consiste em obter melhor contato da superficie celular com o 6leo e entdo, o
transporte através da membrana celular. Apesar das muitas pesquisas nesta area, 0 mecanismo
de transporte e assimilacdo do Oleo dentro das células bacterianas ainda ndo é totalmente
conhecido (CAMEOTRA & SINGH, 2009).

A aplicacdo de surfactantes pode aumentar a disponibilidade dos HAPs aos
microrganismos degradadores, auxiliando na solubilizagéo do poluente (GANESHLINGAM
et. al., 1994; RON e ROSENBERG, 2001; MARIANO et. al., 2007; CAMEOTRA & SINGH
2009; SEO et. al., 2009).

3.10 Condicdes necessarias para ocorrer biodegradacéo

A maior parte do petréleo do mundo é total ou parcialmente biodegradado em
reservatorios e este processo pode levar milhdes de anos para ocorrer (HEAD, 2003). Para ter
um melhor entendimento dos mecanismos de biodegradacdo do 6leo é necessario utilizar
condigdes ideais para que O processo ocorra em curtos intervalos de tempo, quando
comparado ao tempo geoldgico (CONNAN, 1984; PALMER, 1993 e BLANC, 1994).

Em geral, para que ocorra biodegradacdo de petroleo é necessario (PETERS et. al.,
2005): i) a presenca de aceptores de elétrons (ex., oxigénio molecular, nitratos, sulfatos, ions
férricos) e nutrientes inorganicos (ex., fésforo, traco de metais), necessarios no inicio do
processo e para manutengdo dos microrganismos, respectivamente; ii) a rocha geradora deve
ter porosidade e permeabilidade suficientes para permitir a difusdo de nutrientes e mobilidade
de microrganismos. Rochas com baixa porosidade e permeabilidade, com grdos pequenos e
sem fraturas, dificultam a difusdo de nutrientes e mobilidade microbiana, consequentemente,
possuem 6leos menos biodegradados; iii) a temperatura do reservatorio ndo deve ultrapassar
80 °C. Considerando o gradiente geotérmico tipico (25-30 °C/km), essa temperatura é atingida
em aproximadamente 2-3 km de profundidade (ROUVEN, 2008); iv) a salinidade da adgua de
formacdo deve estar na faixa de 100-150 %o (HEAD, 2003). Oleos em reservatorios de
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petroleo com maior salinidade sdo tipicamente ndo biodegradaveis; v) a presenca de
microrganismos capazes de degradar componentes do petréleo; vi) a auséncia de “venenos
naturais”, isto ¢é, de microrganismos nao biodegradadores de hidrocarbonetos, que sao
tolerantes as condicBes dos reservatorios e que inibem e/ou limitam o crescimento e atividade
enzimatica de microrganismos degradadores de petrdleo (DA CRUZ, 2009). Se todas estas
condicdes estdo presentes, o petroleo é alterado pelos microrganismos levando a uma
diminuicdo da sua qualidade (DA CRUZ, 2012).

3.10.1 Aceptores de elétrons e nutrientes inorganicos

Um dos fatores primordiais para ocorrer biodegradacdo é a presenca de aceptores de
elétrons e nutrientes adequados para manter ativos microrganismos de diferentes espécies
(Figura 1). Os microrganismos aerdbios necessitam da presenca de oxigénio molecular
(condicgBes Oxicas) para seu crescimento e para converter os hidrocarbonetos em CO,, H,O e
biomassa. J& os microrganismos facultativos podem crescer na presenca (aerobiose) ou
auséncia (anaerobiose, fermentacdo) de oxigénio (condi¢des anoxicas) (PETERS, 2005; DA
CRUZ, et. al., 2011 e BERTHE-CORTI, 2002). Os micro-organismos anaerdbios estritos
utilizam diferentes aceptores, como nitratos (NO3-), sulfatos (SO42-) e ions férricos (Fe3+)

para metabolizar.
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Figura 1 - Utilizacdo microbiana de compostos aromaticos por via aerObia e anaerobia,

monstrando os diferentes aceptores de elétrons na respiracdo. Figura adaptada de Diaz (2004).
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Outros anaerdbios (aerotolerantes) crescem na presenca de concentragdes-tracos de
oxigénio dissolvido, porém ndo utilizam este gas metabolicamente (BERTHE-CORTI, 2002 e
MADIGAN, 1997). Alem disso, existem aqueles microrganismos que requerem aceptores de
elétrons especificos, como os fermentadores ou acetogénicos que utilizam acetatos
(CH3COO-) para converter os hidrocarbonetos em CH4 e CO2 (Berthe-Corti, 2002). Na
auséncia de aceptores de elétrons, tais como sulfato e nitrato, os hidrocarbonetos sdo
transformados em produtos finais (CH4 e CO2) através da interacdo de varios grupos de
microrganismos como, por exemplo, bactérias fermentativas, acetogénicas produtoras de
hidrogénio, metanogénicas, hidrogenotroficas e acetoclasticas (COLLERAN, 1995 e OUDE-
ELFERINK, et. al., 1997)

Nutrientes inorganicos, tais como nitrogénio (N) e fosforo (P), sdo essenciais na
biossintese de proteinas, acidos nucleicos e fosfolipidios e tracos de metais, como molibdénio
(Mo), cobalto (Co) e cobre (Cu), sdo importantes em reagdes enzimaticas. Alguns desses
nutrientes sdo incorporados na matriz da rocha geradora de petr6leo durante a diagénese
(degradacdo bioquimica ou térmica da matéria organica para gerar petroleo) ou através de

alteracdo secundaria (water washing ou biodegradacdo) e migram para a rocha reservatorio
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tornando-se um dos seus componentes (HOLLOWAY, et. al., 2001 e DA SILVA, et. al.,
2006).

Tanto os nutrientes inorganicos, quanto alguns metais podem limitar o processo de
biodegradacao do petréleo (DA CRUZ, et. al., 2012)

3.10.2 Influéncia da temperatura e pressao na biodegradacéo do petréleo

A temperatura Otima para ocorrer biodegradacdo de petroleo no reservatério é
aproximadamente 60-80 °C (PETERS, 2005 e WILHELMS, et. al., 2001), entretanto,
simulacdes laboratoriais indicam que a biodegradacéo de hidrocarbonetos ocorre pela acao de
microrganismos que crescem a diferentes temperaturas, tais como, psicrofilicos (0-25 °C),
mesofilicos (30-40 °C) e termofilicos (50-60 °C). WALKER e COLWELL (1976)
demonstraram a biodegradacdo de alcanos por microrganismos obtidos a partir de &gua de
formacdo e sedimentos, na faixa de temperatura entre 0-10 °C, enquanto Rueter et al. (1994)
isolaram uma bactéria redutoras de sulfato (BRS) termofilica que biodegrada alcano em
temperaturas acima de 60 °C. A influéncia da temperatura na biodegradacdo de
hidrocarbonetos depende, portanto, do tipo de microrganismo e das condic¢Ges utilizadas no
processo (DA CRUZ, et. al., 2012).

Vale ressaltar que nem todas as acumulacéoes de 6leo em temperaturas inferiores a 80
°C sdo biodegradadas. WILHELMS, et. al., 2001) sugeriram que, se um reservatorio de dleo
foi aquecido a mais de 80 °C em qualquer momento desde sua deposigdo, ocorrera a “paleo-
pasteurizagdo” ou “esteriliza¢do” do o6leo, provocando a mortandade dos microrganismos
biodegradadores, consequentemente, mesmo que a temperatura seja novamente inferior a 80
°C, o petréleo ndo seréd biodegradado. Portanto, reservatérios de dleo que sofreram elevacao
significativa da temperatura podem conter petr6leo ndo biodegradado, mesmo possuindo
baixas profundidade e temperatura, visto que a “recolonizagdo” por bactérias do Oleo
“esterilizado” no reservatorio € tipicamente incapaz de ocorrer.

Ao contrario da temperatura, a pressao do reservatério ndo € um fator limitante para o
crescimento microbiano (PETERS, 2005). MOLDOWAN et. al., (1992) analisaram 0leos
biodegradados em reservatorios a 2500 m na Bacia Adriatica Central (Italia e lugoslavia),
enquanto WALTERS (1999), relataram estudos com Oleos altamente biodegradados em

reservatorios de aguas profundas a 4000 m no Sul da Bacia do Mar Céaspio (Azerbaijdo). Em
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ambos o0s casos, a biodegradacdo ocorreu com geopressdes diferentes e temperaturas

inferiores a 80 °C.

3.10.3 Microrganismos envolvidos no processo de biodegradacéo do petroleo

Desde o inicio da producdo comercial de petréleo, os geoquimicos tém se deparado
com problemas relacionados a presenca de microrganismos nos reservatorios (MAGOT, et.
al., 2000). Os microrganismos, além de consumirem os hidrocarbonetos, sdo também citados
como os grandes responsaveis pela corrosdo de equipamentos e tanques de estocagem, devido
aos subprodutos originados da biodegradacdo (DA CRUZ et. al., 2012).

Os microrganismos envolvidos no processo de biodegradacdo ainda sdo objetos de

discussdes conflitantes, uma vez que se atribui a degradacdo tanto aos aerdébios, quanto aos
anaerobios (BORZENKOV et. al., 2006). Aqueles que defendem a a¢do dos microrganismos
aerobios (condigdes Oxicas) assumem que a temperatura durante o processo esta entre 60-80
°C e envolve a incursdo de aguas meteoricas que carreia oxigénio e nutrientes necessarios a
manutencdo destes microrganismos dentro do reservatério, enquanto aqueles favoraveis a
degradacdo anaerdbia (condi¢Bes andxicas) indicam que a demanda de oxigénio no reser-
vatério é insuficiente para manter os aerdbios ativos e, portanto, 0s microrganismos que
degradam o petrdleo sdo estritamente anaerdbios, degradando os componentes do petrdleo
mais lentamente (DA CRUZ et. al., 2012).
Rastreio de bactérias, leveduras e fungos capazes de degradar hidrocarbonetos alifaticos-
aromaticos sob temperaturas mesofilas mostraram que um namero de micro-organismos de
solo pode degradar estes compostos, entre outros géneros Bacillus, Pseudomonas, Aspergillus
e leveduras lipoliticas produtoras de lipase extracelular ou atividades de esterase (Tan et al.,
2008; Novotny, 2015).

No entanto, existem evidéncias cientificas que indicam que estes dois grupos de
microrganismos biodegradam o petrdleo através de acdo sinérgica em tempos geoldgicos
diferentes, onde um complementa o outro sem sobreposi¢do. Os componentes do petroleo e
outros metabdlitos que sdo recalcitrantes para 0s aerobios presentes no reservatorio s@o
facilmente biodegradados pelos anaerobios e, por outro lado, aqueles que sdo de dificil
degradacdo pelos anaerdbios podem ser completamente biodegradados pelos aerdbios (DA
CRUZ, 2009; DA CRUZ, et. al., 2011 e DA CRUZ, et. al., 2008).
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3.11 Mudancas na composi¢do quimica do petroleo

3.11.1 n-alcanos e compostos aromaticos

A biodegradagdo microbiana afeta significativamente a composi¢cdo molecular e as
propriedades fisicas do petréleo bruto, levando a uma diminuicdo dos compostos de baixo
peso molecular, presentes nas fracGes saturada e aromatica, e a um aumento da fracao polar
(fracdo asfalténica) (PETERS, et al., 2005)). Essas mudancgas ocorrem devido a remocgéo
quase sequencial e sistematica dos compostos presentes no petroleo, iniciando pelos
hidrocarbonetos mais leves (C6 a C15) até aqueles mais resistentes ao ataque microbiano (ex.:
diasteranos, dia-hopanos) (DA CRUZ, et. al., 2011).

Os hidrocarbonetos séo preferencialmente removidos durante a biodegradagéo inicial,
mas compostos contendo enxofre (tidis, dissulfetos, tioalcanos), nitrogénio (carbazodis) e
oxigénio (furanos) também podem ser biodegradados, gerando novos compostos como acidos
saturados, aromaticos, ciclicos e aciclicos e fendis (HEAD, et al., 2003).

A microbiota presente nos reservatdrios de petroleo possui capacidade enzimatica e
preferéncias metabodlicas diferenciadas para degradar esses componentes. Uns degradam
preferencialmente alcanos normais, ramificados ou ciclicos, outros preferem mono ou
poliaromaticos e existem ainda aqueles que degradam tanto alcanos quanto aromaticos
(LARTER, et. al., 2006).

A principal via metabdlica de biodegradacdo de hidrocarbonetos por microrganismos
aerobios ja esta bem estabelecida na literatura e pode ocorrer na porcdo terminal e/ou
subterminal da cadeia carbbnica (AZEVEDO, et. al., 2009 e LIAO, et. al., 2009). Os n-
Alcanos de cadeias longas (C10-C24) sdo mais rapidamente degradados a partir da porgéo
terminal, enquanto os n-alcanos de cadeias menores que C10 sdo toxicos para a maioria dos
microrganismos e sua oxidag&o € iniciada pela por¢do subterminal da cadeia (DA CRUZ, et.
al., 2012)

A etapa inicial do processo de biodegradacdo é a oxidacdo do substrato por
oxigenases, com a utilizacdo de oxigénio molecular como aceptor de elétrons. A oxidacao
terminal inicia-se com a formacdo de um alcool primario. Apés a etapa inicial, o alcool é
oxidado, por acdo das enzimas alcool e aldeido desidrogenases, aos correspondentes aldeido e
acido carboxilico, respectivamente. O acido carboxilico, por sua vez, é utilizado como

substrato para acil-CoA sintetase e € posteriormente biodegradado pelo processo de b-
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oxidagdo. Os n-alcanos de cadeias menores sdo oxidados subterminalmente (1° carbono
secundario da cadeia do n-alcano), formando &lcool secundario, cetona, ester e acidos
carboxilicos, que sdo posteriormente biodegradados pelo processo de b-oxidacao

A biodegradacdo de compostos aromaticos por microrganismos aerébios também é
iniciada pela acdo de oxigenases (mono- ou dioxigenases) que promovem a oxidacdo do
substrato formando didis, seguida de clivagem do anel e formacdo de catecol que, pos-
teriormente, € degradado formando diferentes intermediarios, como acetaldeido, piruvato e
succinato (WENTZEL, et. al., 2007)

O conhecimento das rotas de biodegradacdo para anaerdbios, no entanto, é limitado.
Sob condigdes anoxicas, 0S compostos organicos sdo sucessivamente oxidados, ou seja, 0s
produtos de cada etapa de oxidacdo atuam como substratos nas etapas seguintes, até que a
matéria organica seja completamente degradada a biogas (EVANS, et. al., 1992).

Existem varios relatos sobre a oxidacdo de hidrocarbonetos com culturas puras de
bactérias redutoras de sulfato (BRS) em condigdes estritamente anaerébias (BERTHE-
CORTI, 2005), denitrificantes e metanogénicas (SO, et. al., 2005). As BRS e denitrificantes
utilizam sulfatos e nitratos, respectivamente, como aceptores de elétrons para biodegradar
hidrocarbonetos, andlogo ao oxigénio molecular na biodegradacdo aerdbia. Ja as bactérias
metanogénicas metabolizam hidrocarbonetos ou na auséncia de oxogenio (LIAO, et. al.,
2009).

Os mecanismos de biodegradacdo anaerdbia de hidrocarbonetos utilizando consércios
de microrganismos e bactérias isoladas sdo bastante estudados, porém pouco entendidos. Em
geral, dois mecanismos de ativacdo, tanto para alcanos quanto para aromaticos, tém sido
propostos: o primeiro envolve a ativacdo do carbono subterminal do hidrocarboneto e adi¢éo
de fumarato, enquanto que o segundo envolve a carboxilacdo do hidrocarboneto na posicéo C-
3 (PETERS, et. al., 2005; KORDA, et. al., 1997; LIAO, et. al., 2009; FRITSCHE, 2000;
EHRENREICH, et. al., 2000 e ZENGLER, et. al., 1999). Ambos os caminhos podem ocorrer
simultaneamente em consércios de BRS.

Quando a biodegradacdo ocorre atraves do primeiro mecanismo de ativacdo, o
hidrocarboneto é adicionado a dupla ligagdo do fumarato via &tomo de carbono subterminal,
gerando &cidos graxos lineares e ramificados e succinatos substituidos. Os acidos graxos
lineares gerados com numeros pares de carbono provém de n-alcanos também com numeros
pares de carbono e os acidos graxos com numeros de carbono impares sdo gerados a partir de

n-alcanos com numeros impares de carbono. No segundo mecanismo ocorre formacao apenas
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de acidos graxos lineares, porém os n-alcanos pares geram 0s acidos graxos impares e vice-
versa (DA CRUZ, et. al., 2012).

3.11.2 Compostos biomarcadores

Os biomarcadores mais comumente analisados no petroleo pertencem as classes dos
terpanos triciclicos, pentaciclicos (hopanos) e dos esteranos.

Em reservatorios, os terpanos triciclicos (TT) C19-C45 sdo altamente resistentes a
biodegradacdo, removidos apds os hopanos66 e ao mesmo tempo em que 0s diasteranos,
porém, algumas excecdes foram observadas utilizando experimentos em laboratério com
culturas aerobias. Estudos recentes reportaram a remocao de TT antes de hopanos, com
degradacdo preferencial de ambos os epimeros R e S para TT C28 em relacdo ao TT C29
(BOST, et. al., 2001; DA CRUZ, et. al., 2008; GROSSI, et. al., 2008 e DA CRUZ, et. al.,
2011).

O mecanismo de degradacdo de hopanos, 25-nor-hopanos e esteranos, tanto em
reservatorios quanto em escala laboratorial, envolve muitas discussfes. Alguns estudos com
6leos severamente biodegradados no reservatério mostram que os hopanos sdo removidos
antes dos esteranos, com formacéo de 25-nor-hopanos. Por outro lado, existem alguns relatos,
também com 6leos severamente biodegradados no reservatorio, indicando que os hopanos sdo
removidos ap06s a quase total degradacdo dos esteranos, sem formacdo de 25-nor-hopanos.
Como exemplos, 6leos do oeste da Sibéria, severamente biodegradados, mostraram
degradacédo de 17a(H)-hopanos com enriquecimento de 25-nor-hopanos e sem degradacédo de
esteranos. Existem, também, exemplos de petr6leos onde a degradacdo de hopanos e esteranos
ocorreu simultaneamente, como é o caso das amostras de asfaltos de Malagasy que
apresentaram 17a(H)-hopanos, 25-nor-hopanos e esteranos parcialmente degradados. Em
escala laboratorial, a suscetibilidade de biodegradagéo destes biomarcadores depende das
condicGes do experimento e, também, da populacdo microbiana utilizada (DA CRUZ, et. al.,
2011 e DA CRUZ, 2009). Por exemplo, sob condicdes aerobias, BOST et. al., (2001) mostrou
que os hopanos sdo degradados sem producdo de 2,5-nor-hopanos ou degradacdo de
esteranos.

Existe uma grande quantidade de microrganismos descritos na literatura que possuem
capacidade enzimatica para biodegradar biomarcadores do petréleo (DE VASCONCELLOS,

et. al., 2009). Dentre estes, citam-se, como exemplos, 0s aerébios pertencentes aos géneros
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Achromobacter, Bacillus, Brevibacterium, Mezorhizobium e Bordetella, descritos na literatura
como degradadores de hidrocarbonetos e/ou associados a ambientes contaminados com 6leo e
alguns anaerdbios facultativos pertencentes aos géneros Bacillus e Acinetobacter, dentre
outros, conhecidos pela capacidade de utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono
diretamente ou por utilizarem os metabdlitos produzidos por outras bactérias, quando estéo
em consorcios (TOLEDO, et. al., 2006 e DE VASCONCELLOS, et. al., 2009).

Um dos principais produtos gerados a partir da biodegradacéo dos terpanos triciclicos,
hopanos e esteranos sdo seus correspondentes &cidos terpanoicos triciclicos, hopanoicos e
esteranoicos (DA SILVA, 2008). Esses acidos sdo comumente derivatizados aos
correspondentes ésteres metilicos e reduzidos a hidrocarbonetos, para serem analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Os estudos dos componentes &cidos correlacionados com os da fracdo neutra em
amostras de 6leos e sedimentos é um campo vasto ndo totalmente explorado e pode ser
utilizado para um melhor entendimento dos processos que envolvem geracdo, migracdo e
biodegradacio dessas amostras (DE LIMA, et. al., 2010). Oleos crus imaturos, 6leos bio-
degradados, fracdes e 6leos pesados, assim como &guas geradas na extracdo do Oleo cru e
betume, provenientes de vérias partes do mundo, frequentemente apresentam acidos organicos
de ocorréncia natural em sua constituicdo (KOIKE, et. al., 1992 e YEN, et. al., 2004).

No Brasil, o aparecimento de petroleos acidos esta relacionado com a producdo de
Cherne e Pampo, na Bacia de Campos. Este surgimento mantém uma estreita relacdo com a

evolucdo das descobertas e producdo de 6leo no pais (SCOTT, et. al., 2008).

3.12 Vantagens da biorremediacao microbiana

Biodegradacdo é um dos processos mais desejadas do meio ambiente, especialmente ja
que os produtos liberados durante esta bioreagdes, pode ser mais uma vez assimilados os
ciclos de elementos naturais (Cowan et al.,1996; ).

O termo biorremediacdo pode ser definido como um processo que utiliza a
biotecnologia na aceleracdo da transformacdo dos poluentes em produtos menos toxicos.
Normalmente utiliza-se o metabolismo de microrganismos para eliminacdo rapida de
poluentes, para reduzir sua concentragdo para niveis aceitaveis, transformé-los em compostos
de baixa toxicidade, ou mesmo mineralizad-los completamente (TORSVIK et. al., 1990;
COLLA & COSTA 2003; MANDRI & LIN 2007; YAKUBU, 2007). Os processos de
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biorremediacdo baseiam-se nas atividades aerdbicas ou anaerdbicas de microrganismos
denominados “petrofilos” (BOOPATHY, 2000; MANDRI & LIN, 2007). Assim, varios tipos
de microrganismos utilizam vias bioquimicas complexas para transformar os hidrocarbonetos
em intermediarios comuns do seu catabolismo e, a partir dai, em fonte de carbono e energia
para seu crescimento (DIAZ 2004; JACQUES et. al., 2007; MANDRI & LIN 2007; SEO et.
al., 2009).

Vérios aspectos da biorremediacdo a tornam uma opcao atraente na degradacdo de
petroleo, demonstrando vantagens sobre outros métodos de tratamento, pois consiste em um
processo natural; algumas técnicas podem ser aplicadas in situ com perturbacdo ambiental
minima, sendo muitas vezes mais baratas e mais seguras. Além disso, muitos microrganismos
degradam varios poluentes permanentemente, podendo, ainda, ser associados a métodos de
tratamento fisicos ou quimicos (BOOPATHY, 2000; MANDRI & LIN, 2007; YAKUBU,
2007). Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém indicado que a biorremediacdo é uma
alternativa segura e eficaz de remocdo de petréleo do ambiente (DIAZ, 2004; YAKUBU,
2007).

Os microrganismos desempenham um papel fundamental na degradagdo no solo. A
degradacdo microbiana € um importante mecanismo envolvido no dissipacao desses produtos
quimicos, bem como a descontamina¢do do local contaminado (Juhasz, 2000). Numerosos
microrganismos foram encontrados para metabolizar HAP sob varias condi¢bes (Hilyard,
2008). Ainda mais, muitos estudos tém sido realizados para caracterizar bactérias
degradadoras de PAH recuperados a partir de varios ambientes como sedimentos, sedimentos

lacustres, marinhos, estuarinas e manguezais (Chung, 2001, Debruyn, 2009 e Zhou, 2009).

3.13 Fatores relevantes na eficiéncia e na aplicabilidade da biorremediacéo

A eficiéncia de cada processo de degradacdo depende de fatores fisicos, quimicos e
bioldgicos como a biomassa microbiana, diversidade populacional, atividades enzimaticas,
caracteristicas fisico-quimicas do substrato, estrutura molecular do poluente e sua
concentracdo. Diversos fatores ambientais que abrangem pH, temperatura, umidade, atividade
de agua, oxigénio dissolvido, nutrientes, fontes de carbono e energia a disponibilidade de
receptores de elétrons, e a presenga de co-metabdlitos influenciam a utilizacdo de poluentes
pelos microrganismos (BOOPATHY, 2000; VAN HAMME et al., 2003; JACQUES et. al.,
2007, SEO et. al., 2009).
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A umidade é considerada por Haider (1999), o fator ambiental mais critico na
biodegradacdo, uma vez que uma atividade microbiana elevada ocorre apenas com
disponibilidade de agua adequada. Entretanto, o teor de dgua no substrato tem relacdo inversa
com a disponibilidade de oxigénio, ou seja, um alto teor de agua, resulta em baixa
concentracdo de O2, causando prejuizos diretos a atividade dos microrganismos aerébios, que
sdo importantes agentes na degradacdo dos HAPs, (LEAHY e COLWELL, 1990; JACQUES
et. al., 2007). No entanto, em condicdes de hipoxia ou anoxia, as bactérias anaerobicas ou
aerdbicas facultativas se tornam dominantes na comunidade microbiana devido a sua
capacidade de usar aceptores de elétrons alternativos em substitui¢cdo ao oxigénio (JOHNSEN
et al., 2005, CAMEOTRA & SINGH 2009).

A temperatura € um fator fisico que influencia o consumo de substrato pela
microbiota, sua atividade metabdlica, e por consequéncia, a biodegradacdo dos HAPs
(HAIDER 1999). De acordo com LEAHY & COLWELL (1990), baixas temperaturas limitam
a degradacdo destes poluentes, uma vez que o metabolismo microbiano diminui e a
viscosidade dos HAPs aumenta nestas condi¢cdes. Em contrapartida, em altas temperaturas, a
toxicidade destes compostos aumenta. Assim, a degradacdo dos HAPs é melhorada na faixa
de temperatura entre 30°C e 40°C, diminuindo a viscosidade dos compostos e aumentando o
metabolismo microbiano.

O pH é um fator quimico que afeta diretamente a atividade microbiana, devido aos
efeitos dos ions H+ na permeabilidade celular e na atividade enzimética, e indiretamente, pela
influéncia na disponibilidade de macro e micronutrientes e na solubilidade do aluminio e
demais metais pesados, que podem ser toxicos aos microrganismos (JACQUES et. al., 2007).

A presenca e o teor de nutrientes inorganicos exercem influéncia na atividade da
microbiana. Os efeitos da adicdo de N e P demonstram resultados conflitantes, provavelmente
devido as caracteristicas de cada ambiente em relacdo aos teores de nutrientes, tipo de
contaminante e populacdo microbiana endogena (LEYS et. al., 2005). O ferro e o enxofre sdo
outros nutrientes que podem influenciar na biodegradacdo de HAPSs, pois desempenham
funcBes celulares relacionadas ao seu metabolismo, como a participagdo na estrutura das
enzimas que realizam sua degradacao nas células microbianas (JACQUES, 2005).

A matéria organica consiste na fonte de carbono e energia para 0s microrganismos, ou
seja, um alto teor de matéria organica esta associado a uma maior abundéancia e diversidade
microbiana. Niveis mais baixos de matéria organica, normalmente, relacionam-se com uma

menor abundancia bacteriana (BOOPATHY, 2000). Em contrapartida, uma grande
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guantidade de matéria organica, esta normalmente relacionada a substratos de particulas finas,
que propiciam a sor¢do dos HAPs. Em virtude da baixa solubilidade em agua e da forte
tendéncia de sorcdo dos HAPs as particulas sélidas, sua biodisponibilidade aos
microrganismos degradadores é reduzida (JOHNSEN et. al., 2005; CAMEOTRA & SINGH
2009).

A biodegradacdo pode ainda, ser limitada pela incapacidade dos microrganismos
autoctones em metabolizar os poluentes ou por condigdes ambientais desfavoraveis a
sobrevivéncia e atividade dos microrganismos degradadores (JOHNSEN et. al., 2005,
JACQUES et. al., 2007). A producdo de metabolitos tdxicos, repressdo de enzimas, presenca
de substratos preferenciais, e a falta de substratos indutores podem, também, ser considerados
como fatores limitantes (BOOPATHY 2000; VAN HAMME et. al., 2003, JACQUES et. al.,
2007).

A biorremediacdo deve ser adaptada as condicGes locais especificas, havendo
necessidade caracterizar o ambiente a ser tratado e de fazer estudos prévios em pequena
escala antes da limpeza do local contaminado (BOOPATHY, 2000; MARIANO et. al., 2007),
com a finalidade de esclarecer alguns fatores a se considerar antes de escolher e aplicar uma
técnica de biorremediacdo, dentre os quais, podemos citar: (i) se o contaminante é
biodegradavel; (ii) se a biodegradacéo esta ocorrendo naturalmente no local contaminado; (iii)
se as condi¢bes ambientais sdo adequadas para a biodegradacdo; (iv) se o poluente ndo for
completamente degradado, qual sera o comportamento do material residual (BOOPATHY,
2000).

Alguns dos critérios ndo-técnicos que afetam a aplicabilidade das técnicas de
biorremediacdo também devem ser considerados, pois a técnica escolhida deve ser capaz de
alcancar a limpeza necessaria; possuir custo vantajoso em relacdo a outras opgles de
remediacdo; possibilidade de contaminantes residuais apds a biorremediacdo em niveis
aceitaveis; percepcao publica e regulatdria favoravel; capacidade de cumprir as limitacdes de
tempo e espaco (BOOPATHY, 2000).

Outros fatores constituem limitacdes ao uso da biorremediacdo, como a questdo
econémica e a responsabilidade ambiental. Clientes e agéncias reguladoras, normalmente,
avaliam a biorremediacdo de forma rigorosa, uma vez que se trata da aplicacdo de técnicas
inovadoras, h4 imposi¢cdo de normas rigidas e exigéncia de maior desempenho do que para

tecnologias convencionais. Assim, 0 investimento em biorremediagéo tem sido lento e, por
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conseguinte, esta atividade em escala comercial ainda fica aquém de outros setores industriais
(BOOPATHY, 2000).

3.14 Aspectos bioldgicos relacionados a biodegradacdo de 6leos combustiveis

3.14.1 Consoércios Microbianos

Segundo Leahy & Colwell (1990), organismos individuais metabolizam somente
fraghes restritas dos substratos, enquanto populagdes mistas incrementam a capacidade
enzimatica requerida para atacar misturas complexas de hidrocarbonetos. Limbert & Betts
(1996) ampliaram esta idéia ao afirmarem que além da complementariedade de funcgdes
metabdlicas, a troca de material genético também pode explicar o aumento da capacidade de
uma populagdo mista em biodegradar poluentes.

Ururahy (1998), afirma que vaérios tipos de microrganismos individualmente,
metabolizam um limitado ndmero de hidrocarbonetos, e que na biodegradacdo de
hidrocarbonetos complexos, é necessaria a cooperagdo entre espécies distintas de
microrganismos para a completa mineralizacdo dos compostos do petréleo em géas carbonico e
agua ou gas metano e agua.

Uyttebroek et al. (2007) afirmam que a acdo combinada de microrganismos podem
degradar em grau maior do que qualquer um deles sozinho. Fungos e bactérias sao capazes de
degradar parcialmente ou completamente hidrocarbonetos por cometabolismo, ou quando 0s
produtos de sua degradacdo estdo presentes, como mostrado com microrganismos isolados
individuais ou por consércios microbianos.

Os microrganismos quando consorciados apresentam maior assimilagdo de misturas
complexas de hidrocarbonetos, como ocorre no petréleo bruto. 1sso ocorre pela ampliacdo de
aparatos enzimaticos especificos necessarios na degradacdo desses compostos, bem como
pelo fenémeno de cometabolismo, ja que o cometabodlito transformado por uma determinada
espécie pode resultar em uma substancia atil para outra, podendo ser assimilado em uma via
metabdlica comum (RICHARD & VOGEL, 1999).

Apesar do enorme potencial de alguns microrganismos em degradar compostos
organicos em condicdes favoraveis, nenhuma espécie de microrganismo conhecida, natural ou
geneticamente modificada, consegue degradar a totalidade dos compostos presentes no

petréleo. Deste modo, para conseguir uma bioremediacéo efetiva dos contaminantes torna-se,
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em certos casos, necessario optar por uma populacdo mista, composta por Varios géneros
bacterianos, cada um capaz de metabolizar determinados compostos (KORDA et al., 1997).
Na ultima decada as atencdes tém sido voltadas para a utilizacdo de consércios microbianos
degradadores de hidrocarbonetos consistindo de bactérias e fungos. Em comparagdo com
culturas puras, esses consorcios tém sido mais eficazes na degradacdo destes compostos,
devido a capacidade de uma maior degradacdo e mineralizacdo (BOONCHAN et al., 2000;
KOHLMEIER et. al., 2005; WICK et. al., 2007).

Kataoka (2001) afirma que em uma cultura mista o produto metabdlico pode ser
degradado s6 por uma Unica espécie, sendo que o ataque de outros microrganismos leva a
uma completa degradacdo do composto, mesmo que dentro da comunidade ndo exista um
microrganismo capaz de degradar a substancia completamente.

A interacdo entre diferentes microrganismos, em condi¢des de consércio, como 0
cometabolismo ou antagonismo pode ser importante, e a biodegradagdo de compostos
organicos toxicos como hidrocarbonetos pelo consorcio poderiam ser diferentes das de uma
unica cultura (FERNANDEZ-SANCHEZ, 2001).

3.14.2 Cometabolismo

A superioridade dos consércios com relacdo as culturas puras é acentuada pelo
fendmeno do cometabolismo. Uma Unica espécie de microrganismo dificilmente serd capaz
de mineralizar misturas complexas de hidrocarbonetos; portanto, consoércios microbianos
permitem a atuacdo de enzimas distintas, com a finalidade de degradar completamente o
poluente (KOBAYASHI & RITTMANN, 1982).

Bactérias aerdbias, bactérias anaerdbias e fungos sdo os principais microrganismos
envolvidos na degradacdo do fluido, cada um é primariamente responsavel pela deterioragédo
de um tipo Unico. No longo prazo, o crescimento aerébico bacteriano precede tanto o
crescimento anaerdébio bacteriano e crescimento de fungos. Populacdo de microrganismos
composto de isolados de Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp., e Micrococcus revelaram-se
particularmente eficaz em degradar hidrocarbonetos. A biodegradabilidade de oleo
combustivel, em culturas mistas é aplicada via efeitos sinergético. Enquanto as culturas puras,
de longe, ndo sdo tdo ativas como culturas mistas (HUA, 2012) A suscetibilidade de uma
substancia quimica organica a destruicdo microbiana na natureza e afetada por fatores
ambientais e a estrutura do produto quimico (SCHLEICHER et. al., 2009).
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RICHARD & VOGEL (1999), estudando um consorcio bacteriano degradador de 6leo
diesel em amostras de solo, verificaram que, dos sete membros deste consércio, quatro nao
utilizavam diretamente o 6leo como fonte de carbono e energia; no entanto, a presenca destes
aumentava a producdo de CO; pelo consumo de intermediérios produzidos pelos demais
membros.

Segundo Alexander (1999), esses consoOrcios microbianos representam tipos de
sinergismo que envolve varios mecanismos: a) Uma ou mais espécies fornecem vitaminas do
complexo B, aminoacidos ou outros fatores de crescimento para um ou mais microrganismos
consorciados; b) Uma espécie cresce sobre o poluente e realiza uma degradacdo incompleta
para produzir um ou varios produtos organicos, que por sua vez se torna disponivel para a
mineralizacdo por uma segunda espécie; c) A primeira espécie converte 0 substrato em um
metabdlito toxico que pode reduzir a transformacdo, mas a reacdo procede rapidamente se o
segundo membro da associacdo destrdi o inibidor, ou seja, é capaz de usa-lo como uma fonte
de carbono para crescimento.

Bactérias, leveduras e fungos que produzem esterases e lipases extracelulares nédo
foram eficientes na biodegradacdo de hidrocarbonetos alifatico. Surpreendentemente, 0s
sobrenadantes da cultura de biodegradacdo que continham produtos de degradagdo de
polimero exibiu uma toxicidade bioldgica significativa. Sdo necessarios mais estudos para
caracterizar a natureza dos produtos de biodegradacdo toxicos. Evidentemente, 0s processos
de biodegradacgdo desenvolvidos para o tratamento de residuos de polimero pléastico devem ser
monitorizadas no que diz respeito ndo apenas a metabolizacdo do substrato macromolecular,
mas também no que diz respeito a toxicidade de produtos finais de degradacdo (Novotny,
2015).

3.14.3 Aclimatacao

Em muitos estudos foi possivel observar que a exposicdo prévia de microrganismos
aos compostos organicos atua como importante fator de favorecimento e agilizacdo do
consumo de tais poluentes por via microbiana, gerando um aumento nas taxas de
biodegradacdo (URURAHY, 1998; GOMES, 2004).

Alguns fatores, como caracteristicas culturais dos microrganismos, aclimatacéo,
suplementacdo de nutrientes essenciais, disponibilidade de &gua e de oxigénio, pH,

temperatura e estrutura quimica dos compostos organicos, entre outros, sdo fundamentais na
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efetividade do processo de biodegradagdo de hidrocarbonetos, por isso devem ser analisados
e/ ou ajustados antes do inicio da implantacdo de uma tecnologia biorremediadora (LEAHY &
COLWELL, 1990; YU et al.,2005).

Os microrganismos podem desenvolver a habilidade de degradar certos poluentes.
Porém, estes compostos podem ser degradados por microrganismos que tenham sido expostos
ao poluente por periodos prolongados, e ndo por aqueles provenientes de sitios ndo poluidos
(ZAGATO e BERTOLETTI, 2006).

3.14.4 Producéo de Biossurfactante

Outra alternativa para resolver o problema da permanéncia dos poluentes € a utilizacao
de surfactantes para aumentar a dessorcao e a disponibilidade dos compostos, 0 que muitas
vezes leva a sua degradacdo e remocdo do ambiente. Entretanto, os surfactantes sintéticos
podem diminuir a degradacdo por microrganismos devido a alta toxicidade. Dessa forma, o
uso de biossurfactantes no controle da biodisponibilidade de poluentes presentes no ambiente
€ uma opcdo atrativa devido a sua biodegradabilidade e baixa toxicidade (CHRISTOFI &
IVSHINA, 2002).

Os surfactantes sdo agentes ativos de superficie com propriedades que variam
largamente, incluindo reducdo de tensGes superficial e interfacial dos liquidos. A tensdo
superficial estda definida como a entalpia de superficie livre por unidades de é&rea
(CHRISTOFI & IVSHINA, 2002).

Os biossurfactantes sdo compostos de origem biologica, que possuem regides
hidrofilicas e hidrofébicas comuns as moléculas anfifilicas, e por esta propriedade, reduzem a
tensdo superficial formando agregados chamados micélios (KOSARICA, 2001).

Biossurfactantes sdo moléculas produzidas por bactérias, fungos filamentosos ou
leveduras, que apresentam propriedades bioldgicas aplicaveis a varias inddstrias, tais como a
indUstria de petroleo. Estes compostos, nos ultimos anos, tém recebido atencdo especial
devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e aceitabilidade ecologica (DESAI &
BANAT, 1997).

O uso de biossurfactante tem ajudado na degradacdo de compostos. Estes podem ser
usados diretamente para emulsificar e aumentar a solubilidade de contaminantes hidrofébicos.
Alternativamente, podem ser utilizados produtos ou a adicdo de fatores de crescimento de

microrganismos capazes de produzir estes compostos (BANAT et al., 2000). Alguns estudos
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confirmam o aumento da biodisponibilidade de compostos de hidrocarbonetos pouco soluveis,

como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos ZHANG et al., 1997).

3.14.5 Producéo Enzimatica

Existe uma procura crescente de enzimas que podem ser usadas em muitos processos
de remediacdo, como o tratamento de poluentes. O potencial de aplicacdo de enzimas
ligninoliticas tem sido alvo de grande interesse académico e industrial, devido a sua
capacidade de biodegradar uma série de poluentes toxicos e recalcitrantes (DURAN e
ESPOSITO, 2000).

Silva et al. (2008), descreve que alguns grupos de microrganismos tém atraido a
atencdo como um potencial de fonte de geracdo de produtos naturais e nos processos de
biodegradacdo. De forma que, o estudo da producdo de enzimas extracelulares por
microrganismos é muito importante. Entre as enzimas produzidas, o sistema ligninolitico é de
grande importancia na recuperacdo ambiental, processo no qual os sistemas bioldgicos sdo
utilizados para diminuir ou neutralizar poluentes como hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), que representam risco a salde por causa de seus efeitos bioldgicos
prejudiciais (ARUN et. al., 2008).

A presenca de hidrocarbonetos no ambiente por tanto tempo resulta numa pressao
seletiva sobre microrganismos e sistemas enzimaticos degradadores desses compostos.
Entretanto, os hidrocarbonetos ndo séo igualmente degradados. A capacidade dos fungos se
adaptarem rapidamente o seu metabolismo a diferentes fontes de carbono e energia é um fator
essencial para sua sobrevivéncia. Essa flexibilidade metabdlica se deve a producdo de uma
grande quantidade de enzimas intra e extracelulares, ndo especificas, capazes de degradar uma
série de compostos, inclusive polimeros complexos. Gragas a essas enzimas com grande
capacidade catalitica e o fato de possuirem hifas que penetram no substrato, alcancando mais
facilmente os poluentes, os fungos se apresentam como agentes eficientes na biorremediagéo
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2010)

A producdo dessas enzimas é frequentemente sintetizada durante o metabolismo
secundario dos fungos, porém em diferentes meios de cultivo os fungos podem produzir
diferentes enzimas (NYANHONGO et. al., 2002).
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3.15 Atividade Lipolitica

As lipases s@o biocatalisadores versateis e muito eficientes que, ao lado das esterases e
proteases, tem destaque devido a gama de reacOes catalisadas por estas enzimas em sistemas
organicos com baixo teor de agua (esterificacdo, interesterificacdo, aminolise, lactonizacéo)
(Figura 2), (Yin et al., 2006; Kim et al., 2006), a estabilidade em ambientes com teor baixo de
agua e a possibilidade de utilizacdo de condicgdes reacionais brandas (Bouaid et al. 2007).

As lipases (glicerol ester hidrolases) pertencem a um grupo especial de esterases, cuja
defini¢do cléssica descreve estas enzimas como glicerol ester hidrolases que atuam sobre
ligacOes ester presentes em acilglicerois, liberando di- ou monoacilglicerois, acidos graxos e
glicerol (Figura 3). Sdo constituidas pela triade catalitica G-X1-S-X2-G, onde G= glicina; S=
Serina; X1= histidina e X2= &cido glutdmico ou aspartico (Jaeger e Reetz, 1998).

Atuam sobre substratos pouco sollveis em agua, em interfaces de lipideo/agua,
hidrolisando, por exemplo, acilglicerois de cadeia longa (acima de oito &tomos de carbono),
seus substratos naturais, além de serem capazes de catalisarem reacBes de sintese, em
ambientes aquos-restritos (Cote e Shareck, 2008; Ericsson et al., 2008).

A determinacgéo da estrutura tridimensional das lipases de Rhizomucor miehei (Brady
et al., 1990), Geotrichum candidum (Schrag et al., 1997) e da lipase pancreatica humana
(Winkler et al., 1990) por difracdo de raio X, propiciou uma explica¢do para o fenbmeno da
ativacdo interfacial: o sitio ativo destas enzimas e recoberto por uma camada hidrofébica, que
ao interagir com a interface lipideo/agua sofreria uma mudanca conformacional, expondo o
sitio ativo. A presenca da camada na estrutura da enzima e a propriedade de ativacdo

interfacial passaram a ser fatores determinantes para a caracterizacdo de lipases.
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Figura 2 - Reagdes catalisadas por estas enzimas em sistemas organicos com baixo teor de
agua (esterificacdo, interesterificacdo, aminolise, lactonizacdo). Adaptado de Paques e

Macedo (2006).
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Figura 3 - Representacdo esquematica para a hidrolise de trialcilglicerois catalisada por

lipases. Fonte: Fureby et al. (1997).
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Entretanto, para algumas lipases observou-se que a presenca da camada ndo esta
necessariamente correlacionada com a ativacgdo interfacial (Thomas et al., 2005), tendo sido
descritas lipases como a de Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e Candida
antartica, que apresentam a camada em suas estruturas, mas ndo sofrem ativacéo interfacial
(Jaeger e Reetz, 1998). Por outro lado, algumas lipases sdo consideradas como, pois embora
atuem em reacOes contendo substratos de cadeia longa possuem uma camada incompleta ou
ndo apresentam e ndo precisam da interface para exercer sua atividade hidrolitica. Sao
exemplos deste comportamento particular a cutinase de Fusarium solani e as lipases de C.
antarctica, P. aeruginosa e Bacillus subtilis, (Ali et al., 2004; Nini et al., 2001; Cygler e
Schrag, 1997). Além disso, a literatura relata ainda a habilidade de acilcoenzimas (acil-CoA)
ativar lipases em solugBes aquosas na ausencia de uma interface lipideo-agua (Bano et al.,
2003).

As lipases tem sido definidas, nos trabalhos mais recentes, simplesmente como
carboxilesterases que hidrolisam acilglicerois de cadeia longa, ou seja, com cadeia acila com
mais de 10 atomos de carbono. Enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar apenas

acilglicerois de cadeias menores sdo tidas genericamente como esterases (Jaeger et al., 1999);
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entretanto, mais recentemente tem sido aceita a definicdo que considera como uma lipase
verdadeira a enzima que hidrolisa acilglicerois acima de 8 carbonos (Cote e Shareck, 2008;
Rhee, et al., 2005).

A diferenciacdo entre lipases e esterases também tem sido feita pela diferenca de
especificidade das duas enzimas. Os substratos naturais para lipases sdo 6leos e gorduras
contendo triacilglicerois constituidos de &cidos graxos de cadeia longa, ou seja, ligacOes
ésteres triplices, enquanto esterases atuam sobre ligacOes éster Unicas, liberando acidos graxos
de baixa massa molar (Salameh e Wiegel, 2007; Brockman, 1984). Deve-se enfatizar,
entretanto, que a maioria das lipases pode hidrolisar os substratos de esterases, enquanto o
inverso ndo e verdadeiro (Jaeger et al., 1999).

Essa especificidade pode se expressar quanto ao tipo de reacdo, de substrato ou por
fatores que afetam a ligacdo enzima-substrato. Ha varios tipos de especificidade encontrados:
a) quanto ao substrato: diferentes velocidades de hidrolise entre triacilglicerois, diacilglicerois
ou monoacilglicerois catalisadas por uma mesma enzima ou enzimas purificadas de uma
mesma fonte; b) posicional ou regiosseletividade: hidrolise preferencial de ésteres primarios,
secundarios, terciarios ou hidrolise ndo especifica, liberando acidos graxos das trés posicdes
(Figura 4); c) quanto aos &cidos graxos que compdem o substrato ou tiposseletividade:
preferéncia por &cidos graxos especificos, principalmente quanto ao comprimento da cadeia e
numero de instauracdes; d) estereoespecificidade: discriminacdo entre enantibmeros, no caso
de substratos racémicos. Pode-se observar também a combinacdo dos tipos citados ou a
auséncia de especificidade (Paques e Macedo, 2006; Castro et. al, 2004).

As lipases diferem grandemente com respeito a origem (bacteriana, fungica, vegetal,
animal) e propriedades cinéticas. Do ponto de vista econdémico e industrial, as lipases de
microrganismos, obtidas por meio de fermentacdo, sdo preferiveis as de fontes animais e
plantas por sua relativa facilidade de producéo e abundancia de microrganismos capazes de
sintetiza-las. Varios géneros de microrganismos podem ser empregados para producdo de
lipases, tais como os fungos dos géneros Trichosporon, Botrytis, Pichia, Fusarium,
Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Penicillium, Geotrichum, leveduras como géneros Tulopis, e
Candida, e bacterias dos géneros Streptomyces, Chromobacterium, Pseudomonas, Bacillus,
Enterococcus e Staphylococcus (Hasan et al., 2006; Faber, 2004).
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Figura 4. Reacdes catalisadas por lipases do tipo ndo especifica e 1,3 especifica. Adaptado de
Paques e Macedo (2006).
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3.16 Avaliacdo qualitativa da biodegradacao e escalas de biodegradacao

Através da analise por cromatografia gasosa é possivel acompanhar as mudancas
composicionais que ocorrem com as diferentes fragdes do petrdleo. Para isso, realiza-se uma
varredura de todos os ions presentes na amostra (Total lon Chromatogram - TIC) e
monitoram-se seletivamente alguns ions caracteristicos das principais classes de
biomarcadores (Reconstructed lon Chromatogram - RIC e Single lon Monitoring - SIM).
(WANG et. al., 2012).

O perfil cromatografico de uma amostra de petr6leo constitui sua impressdo digital e é
uma das primeiras indica¢fes qualitativas da ocorréncia de biodegradacdo, visto que 0s
compostos lineares sdo 0s mais abundantes em ¢leos ndo biodegradados e, por isso, 0s
primeiros a serem consumidos pelos microrganismos. Desta forma, quando o perfil da
amostra revela diminuicdo da concentracdo destes compostos, diz-se que o petrdleo sofreu
biodegradacao tornando-se gradativamente mais pesado e mais &cido. (TAL, et al., 2009).

A extensdo do nivel de biodegradacdo em uma amostra de petroleo € medida

utilizando-se pardmetros baseados na abundancia relativa de varias classes de compostos (n-
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alcanos, hidrocarbonetos aromaticos, biomarcadores), através da utilizacdo de escalas de
biodegradacdo. Estas escalas mostram o efeito da remocdo seletiva dos compostos e
classificam o petroleo em niveis que variam de O (6leo ndo biodegradado) a 10 (6leo
severamente biodegradado). (TAL, et al., 2009).

Os compostos encontrados no petroleo sao removidos preferencialmente na sequéncia:
n-alcanos, alquilcicloexanos, isoprenoides aciclicos, alcanos biciclicos, esteranos e hopanos,
com producao de novos compostos como produtos de biodegradacao, tais como 17a,25-nor-
hopanos a partir da desmetilagdo de hopanos em niveis severos de degradacdo. (KENNEDY,
et. al., 2011)

Em geral, hidrocarbonetos saturados de petréleo bruto sdo mais facilmente a ser
degradada, enquanto os alcanos ramificados, pristano (Pr) e fitano (Ph) sdo mais resistentes a
biodegradacdo do que os hidrocarbonetos saturados, os quais atributo para os alcanos
ramificados sdo menos vulneraveis ao ataque microbiano (R6ling et al., 2003; Lin 2014).
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4 RESULTADOS
4.1 Artigo submetido a revista revista: Journal of Marine Systems

Potencial oxidativo e lipolitico de bactérias isoladas da agua do mar na degradacéo do
6leo combustivel marinho MF-380
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Campos-Takaki, G. M.

% Departamento de Antibidticos, Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE.

® Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias e Tecnologia da UNICAP
RESUMO

Estudos realizados em ambiente hipersalinos (d&gua do mar) que permitiram o isolamento e a
caracterizacdo taxondmica de um grande numero de micro-organismos, como bactérias
moderadamente halofilicas, Gram-positivas e Gram-negativas, aerébias ou anaerdbias
facultativas de grande interesse para tratamento de efluentes principalmente de ambientes
marinhos poluidos petroderivados como exemplo do 6leo combustivel MF-380. Contudo o
objetivo deste trabalho foi o isolamento e sele¢cdo de micro-organismos provenientes de
amostras da agua do mar coletadas em proximidades a Termoelétrica de Pernambuco, que
tenham potencialidade de degradar o éleo combustivel marinho. A coleta da dgua do mar foi
realizada em trés pontos proximos ao complexo portuario de Suape. As amostras foram
filtradas em papel filtro de 0,22 um, em seguida as membranas foram incubadas em diferentes
meios de culturas especificos para crescimento bacterianos. Os micro-organismos isolados
foram submetidos a um teste de selecdo qualitativo quanto ao potencial oxidativo e lipolitico
frente ao combustivel marinho. Foram isolados 602 bactérias dos trés pontos de coleta. Os
ensaios obtidos indicaram que 15,22% das bactérias demostraram habilidade oxidativa com
até 24 horas de incubacéo, e desses selecionados, sete apresentaram atividades lipoliticas.
Através de testes bioquimicos e morfoldgicos observou-se que o maior percentual de bactérias

isoladas pertencem ao género Bacillus.

Palavras chave: Potencial oxidativo, Potencial Lipolitico, Combustivel marinho, Bactérias.
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Introducéo

As atividades ligadas a cadeia produtiva do petroleo trazem riscos potenciais ao meio
ambiente, desde a sua extracdo até o armazenamento dos produtos derivados. Derramamento
de 6leo de ndo-petroleiros, especialmente a partir de navios de carga de grandes dimensdes
gue comumente armazenam mais de mil toneladas de 6leo combustivel maritimo (Bunker), é
um dos cada vez mais notado problemas de poluicdo do oceano. O graneleiro grego Amorgos,
encalhou em 14 de janeiro de 2001, no sul de Taiwan, causando um derrame de mais de 1000
toneladas de Bunker, contaminando a costa, que constitui parte de Kending National Park, o
que atraiu a atencdo publica enormemente. Para 0 caso Amorgos bem como em muitos outros
casos internacionais, biorremediacdo tem sido o principal mecanismo para a remocgdo de
hidrocarbonetos de petréleo derramado a partir do ambiente marinho (HUA, 2006).

Os animais expostos ao petroleo e seus derivados podem apresentar alteracdes
cardiacas, respiratérias, hepatomegalia, reducdo no crescimento, além de diversas alteracdes
bioquimicas, celulares, reprodutivas e comportamentais. A exposicdo crbnica a alguns
componentes do petroleo pode provocar, ainda, anomalias genéticas e carcinoma em espécies
sensiveis. Ja na flora, os efeitos da exposi¢do ao 6leo variam desde a reducdo da transpiracao
e fixacdo de carbono a morte do organismo (VIEIRA, 2004; PEDROZO et al., 2002).

Os sérios danos gerados pelos lancamentos de petroleo e derivados ao meio ambiente
forcam a busca de tecnologias de recuperacdo de areas contaminadas. Nas duas ultimas
décadas os processos bioldgicos tém se apresentado como alternativas poderosas aos métodos
convencionais de remediacdo de ambientes impactados (URURAHY, 1998).

O interesse no isolamento dos microrganismos nativos estd atrelado a busca por
linhagens que possuam capacidade em degradar petroleo e derivados, procurando utilizar-se
das habilidades microbianas em processos de biorremediacdo. Além disso, obter uma anélise
da composi¢do da microbiota da localidade impactada, oferecendo dados mais atualizados
para a implementacdo de um processo de restabelecimento ambiental na &rea.

Contudo o objetivo deste trabalho foi o isolamento e selecdo quanto o potencial
oxidativo e Lipolitico de bacterias provenientes de amostras da agua do mar coletadas nas
proximidades da regido portuaria de Pernambuco, que tenham potencialidade de degradar o

6leo combustivel marinho.
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Materiais e métodos
Coleta da agua do mar

A coleta de 60 litros de agua foi realizada em trés pontos aleatérios, dois pontos no
dique de contencdo para captacdo da agua do mar da empresa Termope S.A (Ponto 1:
8°24'22.5"S 34°57'57.0"W / Ponto 2: 8°24'23.4"S 34°57'54.6"W). E um ponto no rio Ipojuca
(bacia hidrografica proxima ao ponto de coleta / Ponto 3: 8°24'24.2"S 34°57'57.6"W), no
Complexo Portuario de Suape - Pernambuco, o indice pluviométrico no local segundo APAC
(Agéncia Pernambucana de Aguas e Chuvas) foi de 14,00mm para o dia da coleta, que
aconteceu no més de janeiro de 2012.

As amostras foram mantidas em cadmara fria a -4 °C no Departamento de Antibioticos

da Universidade Federal de Pernambuco.
Caracterizacdo fisico-quimica da &gua do mar

O material coletado foi caracterizado de acordo com a salinidade, oxigénio,
temperatura, pH, nitrato, fosfato, enxofre e elementos tracos (Zn, Cu, Mn, Fe, Mg) através da
metodologia do Standard Methods for Examination of Water and Wastewater, 20" edition,
1998. A andlise microbioldgica também foi realizada para acompanhamento da microbiota

enddgena.
Isolamento das Bactérias

As amostras da agua do mar foram processadas através da filtragem em membranas
filtro de nitrocelulose com porosidade de 0,22 um. Essas membranas foram transferidas para
placas de petri com trés diferentes meios de cultura. Para bactérias foram utilizados os meios
Mueller-Hinton (5g de extrato de carne, 1,759 de caseina, 1,59 de amido e 159 de agar), BDA
(200g de extrato de batata, 20g de glicose e 15¢g de agar) e Triptic Soy Agar — TSA (15g de
Tripticase, 5g de Peptona, 5g de Cloreto de sddio e 15g de Agar para 1L de agua). Além do
isolamento por filtragem das membranas foram realizados concomitantemente um isolamento

por incorporacdo de um derivado de petréleo com meio mineral Bashnel Hass. A
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identificacdo das linhagens bacterianas selecionada foi realizada pelo Laboratorio de

Farmacos e Ensaios Antimicrobianos do Departamento de Antibioticos da UFPE.

Avaliacéo do potencial oxidativo

Os isolados foram submetidos a uma selecdo inicial para avaliar a potencialidade de
degradar o combustivel marinho (MF-380), utilizando a técnica do indicador redox 2,6-
diclorofenol-indofenol (DCPIP) em placas multipocos ou em frascos de Erlenmeyer,
preconizada por Hanson et. al., (1993) e modificada por Gomes (2004). O indicador redox
DCPIP atua como aceptor final de elétrons no processo de oxidagdo bioldgica. Se o isolado
(bactérias ou fungos) testado for capaz de oxidar o petroleo, € observada a mudanca de
coloracdo do meio de cultura de azul para incolor. Esta técnica emprega para cada cultura: o
teste com o poluente, um controle negativo (abi6tico) e um controle positivo (bi6tico). As

microplacas e os frascos foram submetidos a uma incubacao em condicdes estaticas a 30+1°C.

Atividade Lipolitica

Este método espectrofotométrico foi utilizado ao longo de todo o trabalho para
determinar a atividade lipolitica durante a fermentacdo, para estudar a cinética da lipase. Foi
inicialmente descrito por Winkler e Stukmann (1979), sendo modificado conforme Krieger
(2004). Baseia-se na hidrolise do palmitato de p-nitrofenila pela enzima, em meio aquoso
contendo como surfactantes a goma arabica (Sigma) e o Triton X-100 (Sigma). A liberacdo do
p-nitrofenol, de coloracdo amarela e seguida a 410 nm.

Foram misturados 1 mL da solugdo de palmitato de p-nitrofenila (Sigma) em
isopropanol, em uma concentracao de 3 mg.mL™, com 9 mL da solucao de 2 g de Triton X-
100 e 0,5 g de goma arabica, em 450 mL de tampéo fosfato 0,05 mol.L™ (pH 7,0), lentamente
e sob continua agitacdo. A mistura foi feita imediatamente antes da determinacdo da
atividade, pois o substrato e instavel quando em meio aquoso. Desta solu¢do foram colocados
0,9 mL em cubeta. Estabilizada a temperatura a 37 °C, foi adicionada a solugéo de enzima
(0,1 mL) ou de tampdo, quando se preparou o branco. A reacéo foi feita em cubeta de 1,0 mL
e a leitura foi feita sempre contra um branco contendo o substrato e 0 tampédo sem a enzima, a

37 °C e pH 7,0. A solugdo de enzimas foi obtida através da filtracdo do material residual



67

proveniente da fermentacdo do MF-380 durante cinco dias pelas bactérias em condicgdes
estaticas a temperatura de 30° C. A reacdo foi acompanhada pela leitura da absorbancia.

Para o calculo da atividade foi utilizado a Equacdo abaixo, sendo uma unidade de
atividade enzimatica (U) definida como a liberagdo de 1 umol de pNP (p-nitrofenol) por
minuto. O coeficiente de extingdo molar do pNPP, em pH 7,0, (9,78.103 L.mol-1.cm-1) foi

utilizado para relacionar a concentracdo do produto com a absorbéancia obtida na leitura.

C,_.60.ND
4=

s X

enz

Sendo:

Cang: coeficiente angular obtido da cinética de reagéo (absorbancia x tempo em
segundos);

60: transformacdo de segundos para minuto;

ND: numero de diluicdes;

&: coeficiente de extingdo molar do pNPP a pH 7,0;

Xenz: Volume (em mL) ou massa da enzima imobilizada (em mg).

Resultados e discussao

Caracterizacdo da agua do mar

A coleta da agua foi realizada na temporada de estiagem (janeiro de 2012), porém
houve uma condicdo atipica no dia anterior a coleta com o indice pluviométrico de 14mm.
Com isso houve uma diminuicdo de temperatura das amostras coletadas, ja que a média
semestral em Suape-PE, é 40 °C (APAC). Desta forma a temperatura média dos trés pontos
foi de 34,36 °C. Também pode ser observada a oxigenacdo nas trés amostras coletadas
(Tabela 1), no qual o ponto trés apresentou a menor oxigenacdo de 3,99, possivelmente
atribuida a eutrofizacdo da agua do rio Ipojuca. Em relagdo ao pH, os valores obtidos ficaram
em uma faixa levemente bésica entre 7,78 e 8,19. O pH da agua é determinado pela
quantidade de hidretos (H") ou hidroxilas (OH"). Quanto mais hidretos mais a solugdo € &cida

e quanto mais hidroxilas mais a solucdo ¢ bésica.
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Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos da agua do mar coletada préximo ao complexo

portuario de Pernambuco.

PARAMETRO Pontol Ponto 2 Ponto 3
Ph 8,19+059 | 8,13+0,35 | 7,78+0,30
Oxigénio (mg/L) 482+043 | 417+0,20 | 2,98+0,15
Temperatura (°C) | 34,3+0,27 | 352+0,25 | 33,6 £0,30

Isolamento de micro-organismos

As amostras coletadas da agua do mar no complexo portuério de Suape-PE foram
submetidas a filtragem e inoculadas em meios especificos para bactérias (Agar Tryptic Soy-
TSA; Glicose, extrato de levedura e 4gar-GL e Agar Mueller-Hinton-MH, além do meio
mineral Bashnel Hass (BH). Em seguida realizou-se o isolamento a cada 5 dias para bactérias.
Foram isolados 602 linhagens bacterianas da agua do mar divididos entre os grupos Gram
positivos e Gram negativos (Tabela 2), ndo sendo observado diferencas no numero de
bactérias isoladas para os diferentes pontos de amostragem. A coloracdo de Gram foi
realizada a fim de confirmar a que grupamento Gram as bactérias em estudo pertenciam e
assim junto aos testes bioquimicos obter uma identificacdo. Observou-se ainda que, o género

mais frequente foi Bacillus (98%), seguido de Serratia (2%).

Tabela 2 — Bactérias Gram positivas e Gram negativas isoladas da agua do mar coletada no

complexo portuario de Pernambuco.

Pontos de Coleta Bacterias Total de Isolados
Gram + Gram -

1

(8°24'22.5"S 34°57'57.0"W) 93 74 167

2

(8°24'23.4"S 34°57'54.6"W) 177 82 259

3

(8°24'24.2"S 34°57'57.6"W) 118 58 176

Total 388 214 602
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Avaliacéo do potencial oxidativo
Os testes qualitativos utilizando o indicador DCPIP mostram que 15,22% dos isolados

bacterianos apresentaram uma oxidagdo biolégica com 24 horas, o que pode ser evidenciado
pela mudanca da coloracdo do meio de azul para incolor (Figura 1).
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Figura 1 — Potencial de oxidacdo bioldgica das bactérias no teste qualitativo com MF-380

como fonte de carbono.

O resultado obtido neste trabalho corrobora com o de outros autores como Hanson et
al. (1993), utilizando o potencial degradador de cinco isolados bacterianos com relagdo ao
6leo cru, verificaram que dois isolados foram selecionados porque ocasionaram a mudanga na
coloracdo do meio de cultivo, contendo o indicador DCPIP, ap6s 12 horas de incubagdo a
35°C. Enquanto que os demais isolados responderam com menor rapidez ao processo de
oxidacdo bioldgica apresentando a viragem da coloragdo do indicador apos 24 horas de
incubagdo na mesma temperatura.

De acordo com Mariano (2009), os resultados obtidos com o teste de
biodegradabilidade utilizando o indicador redox DCPIP mostraram que os indculos de
microrganismos nativos utilizados nos experimentos de biodegradacdo foram capazes de
degradar a fonte oleosa. Pirollo, (2008) testou a capacidade de degradacéo de varios 0leos
combustiveis pelos consorcios bacterianos que apresentaram oxidagdo do indicador DCPIP

com 4 dias, resultado superior as linhagens isoladamente.
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Todos os isolados foram capazes de crescer em meio de cultura solido e liquido,
suplementado com naftaleno, fenantreno e pireno. No entanto, a degradacdo de pireno nao foi
detectada em culturas liquidas depois de 48 ou 120 horas de incubacdo, mesmo quando 0s

isolados foram capazes de crescer em meio contendo pireno (Isaac, 2013).
Atividade Lipolitica das Bactérias
Foram testado quanto a atividade lipolitica, as bactérias previamente selecionadas que

demostraram capacidade oxidativa frente ao 6leo combustivel marinho. Das 91 bactérias

testadas apenas sete apresentaram atividade lipolitica (Figura 2).
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Figura 2 — Atividade lipolitica apresentada pelas bactérias isoladas da agua do mar frente ao

6leo combustivel marinho MF-380.

Os valores de atividade lipolitica descritos neste trabalho sdo da mesma ordem de
grandeza dos descritos na literatura para bactérias lipoliticas. Oliveira (2014), relataram o
isolamento e caracterizacdo 23 microrganismos potencialmente produtores de lipase, sendo a
maioria das bactérias Gram Positivas, porem as Gram Negativos apresentaram as maiores
atividades enzimaticas (entre 56.72 U/L e 81.99 U/L).

A atividade especifica de lipases de bactérias, isoladas de esgoto sanitario, de diversos
géneros, esta na faixa de 44 a 198,2 U/L de proteina (HABA et al., 2000). A atividade
lipolitica de bactérias do género Bacillus também isolada de esgoto sanitario foi de 27 U/L de
proteina (ZHANG et al., 2002).
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KANWAR et al (2002), relataram que a cepa isolada de aguas residuarias apresentou
atividade lipolitica méaxima, em pH 7.0 e temperatura de 30°C, de 39 U/L. Nas mesmas
condicdes de temperatura e pH, a bactéria Pseudomonas aeruginosa utilizada como teste

controle apresentou a mesma faixa de valores.

Identificacdo das Bactérias Isoladas

Das bactérias selecionadas em teste qualitativo oxidativo, com potencial de
degradacéo frente ao poluente testado, 98% delas foram identificadas como pertencentes ao
grupo do género Bacillus sp. A identificacdo das linhagens bacterianas isoladas foi realizada
através de uma série de testes bioquimicos com os isolados, as bactérias foram submetidos ao
teste bioquimicos com o objetivo de confirmar e diferenciar a qual género os isolados
pertenciam. Os testes bioquimicos foram realizados pelo Laboratdrio de Farmacos e Ensaios
Antimicrobianos do Departamento de Antibidticos da UFPE, os testes que foram realizados
foram: TSI, citrato, ureia, SIM e fenilanina. Na figura 3, observa-se a similaridade entre as
bactérias isoladas do ponto 1, em relacdo aos testes bioquimicos. Onde observa-se que que a
bactéria P11A apresentou alta similaridade com outras bactérias, cuja as células foram
descritas como Gram-negativas, moveis e formato de cocobacilo.

A anadlise de agrupamento mostrou que as comunidades microbianas estudadas no
isolamento de aguas marinhas termais a temperaturas entre 30 e 40°C foram mais semelhantes
entre si, que a 50° C, enquanto que as comunidades microbianas em solos eram diferentes nos
trés temperaturas testadas. A percentagem de espécie de compartilhadas entre todos os solos
foram de 30%. As classes bacterianas mais comuns foram Gammaproteobacteria e Bacilli
mas também foram encontrados representantes das espécies Gracilibacillus halotolerans,
Amphibacillus diazotrophicus e Bacillus trypoxylicola (Raeid, 2015).
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Figura 3 - Dendograma das bactérias isoladas do ponto 1 da coleta da agua do mar no

complexo do porto de Suape- PE.

As bactérias isoladas no ponto 2 apresentou quatro grande grupos com similaridade.
Onde linhagens como a P211 e P22B1 foram descritas como coldnias mucoides creme e
morfologia de bacilos curtos Gram negativos e Gram positivos (Figura 4).

Utilizando petr6leo bruto como fonte de carbono, foram isoladas 36 cepas microbianas
isoladas de 14 amostras provenientes de diferentes locais contaminados por petréleo
(AFUWALE, 2012).
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Figura 4 - Dendograma das bactérias isoladas do ponto 2 da coleta da agua do mar no

complexo do porto de Suape- PE.

No terceiro ponto de isolamento as bactérias testadas apresentaram quatro grupos de
similaridade. E linhagens como a P33 com colbnias creme com bordas irregulares e
morfologia de bacilos curtos Gram negativos, mostrou alta similaridade de acordo com a
bioquimica com a linhagem P32 e a P313 que foram descritas com colnias creme com
bordas rizéides com morfologia de bacilos longos Gram positivos (Figura 5).
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Figura 5 - Dendograma das bactérias isoladas do ponto 3 da coleta da 4&gua do mar no
complexo do porto de Suape- PE.

De forma semelhante, estudos obtiveram isolados bacterianos marinhos degradadores
de 6leos de amostras de d&gua do mar coletadas da area superficial ao longo da regido mediana
do Oceano Atléantico, em que se verificou a densidade e presenca de genes alkB. O género
Alcanivorax foi o grupo dominante dentro dos isolados identificados pela analise do gene
rRNA 16S. Além disso, a presenca do mesmo gene alkB foi detectada, pela primeira vez, nas
bactérias  representantes dos géneros: Bacillus, Brachybacterium, Kordiimonas,
Gaetbulibacter, Leifsonia, Microbacterium, Solimonas e Tetrathiobacter (Wang et al.,2010).

Carmo et al (2011), isolaram 39 bactérias a partir de 6leo, &gua do mar e areia de trés
locais diferentes na costa do mar no Japéo, as linhagens foram isoladas em meio mineral
Bushnell Haas acrescido com cloreto de sédio.

Chaillan et al (2004), isolaram 61 linhagens, sendo 12 bactérias heterotroficas, 19
bactérias hidrocarbonoclasticas, 12 fungos filamentosos totais, 14 fungos filamentosos
hidrocarbonoclasticos e 4 leveduras hidrocarbonoclasticas de solos poluidos por petréleo na
Indonésia, utilizando meios de cultivo distintos em que o éleo denominado BAL 150 como

fonte de carbono.
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Em é&reas de manguezais foi observado um total de 47 microrganismos na area
referéncia, sendo bactérias (58%), leveduras (38%) e fungos filamentosos (4%). Nas areas
pertencentes a BTS foram isolados 306 microrganismos, dentre eles bactérias (67%),
leveduras (29%) fungos filamentosos (4%). Grupos de bactérias isoladas de sedimentos de
manguezais contaminados da Baia de Todos os Santos crescem preferencialmente quando
expostos a determinados compostos do petroleo (PEIXOTO et. al., 2011).

Muitas espécies de bactérias foram relatadas como tendo a capacidade de degradar
derivados de petroleo em condicOes aerdbias ou anaerdbias. Yuan et al. (2010) relataram que
o Bacillus sp. foi a bactéria dominante no processo de degradacdo aerdbia nos sedimentos de
mangue. Dos micro-organismos isolados de sedimentos de mangue, trés estirpes expressaram
a melhor capacidade biodegradacédo, foram todos identificadas como Bacillus sp. Sun e Shan
(2007) isolaram um Bacillus sp. a partir da lama ativada que foi capaz de degradar
hidrocarbonetos Poli aromaticos. Foi também relatado que alguns Bacillus sp. poderia
degradar diversos hidrocarbonetos como di-isodecilo fitalato (DIDP) (Park et al., 2009), di-2-
fitalato de etil-hexilo (DEHP) (Quan et al., 2005), fitalato de dimetilo (DMP) (Niazi et al.,
2001).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos em aguas subterraneas por Bacillus sp. sob
condi¢des simuladas do aquifero foi mais rapida no inicio do periodo da experiéncia,

enguanto que menos de 5% dos hidrocarbonetos foram degradados no controle (Qiong, 2013).

Conclusodes

Das amostras coletadas na agua do mar (Suape-PE), foram isolados 797
microrganismos, compreendendo 602 bactérias foram testadas quanto a potencialidade de
degradar os derivados de petroleo (bunker), movimentados pelo terminal portuario de Suape-
PE. No teste de selegdo, verificou-se a ocorréncia de oxidagdo bioldgica de 15,22% das
bactérias com 24 horas de incubac¢do do meio de cultivo a 30 £ 1°C, sinalizada pelo indicador
redox 2,6 diclorofenol-indofenol (DCPIP). Das 91 bactérias testadas apenas sete apresentaram
atividade lipolitica. A maior porcentagem das bactérias foram identificado como pertencentes

do género Bacillus (98%) e apresentaram similaridades quanto a bioquimica e morfologia.



76

Agradecimentos

Esta pesquisa foi finaciada pela empresa Termope do grupo Neoenergia e pela
fundacdo de fomento CAPES.

Referéncias

AFUWALE, C.; MODI, H. A. Study of bacterial diversity of crude oil degrading bacteria
isolated from crude oil contaminated sites. Life sciences leaflets, v. 6, p.13-23, 2012.

CARMO, F.L., SANTOS, H.F., FERREIRA, E.M., ELSAS, J.D.V., ROSADO, AS.,
PEIXOTO, R.S. Bacterial structure and characterization of plant growth promoting and oil
degrading bacteria from the rhizospheres of mangrove plants. Journal of Microbiology.
(Seoul. Print) 49, 535-543. 2011.

CENEK, N.; PAVLA, E.; HANA, S. KATERINA, M.; ZUZANA, R.; LENKA, M.; IRENA,
P. JIRI, B. Biodegradation of aromatic-aliphatic copolyesters and polyesteramides by esterase
activity-producing microorganisms. International Biodeterioration & Biodegradation. V.
97, p. 25-30, 2015

ER, J. E.;; MINAKO, K.; KENJI, T.; SHUICHI, Y.; TATSUKI, T. Biodegradation of
bisphenol A by bacterial consortia. International Biodeterioration & Biodegradation. V.
96, p. 166-173,2014.

HANSON, K. G.; DESAI, D.; DESAI, A. J. 1993.A rapid and simple screening technique for
potential crude oil degrading microorganisms. Biotechnology Techniques. v7. n10. p. 745-
748.

HABA, E., BRESCO, O.; FERRER, C.; MARQUES, A.; BUSQUETS, M.; MANRESA, A.
Isolation of lipase-secreting bacteria by deploying used frying oil as selective substrate.
Enzyme and microbial technology, n° 26, p. 40-44. 2000.

ISAAC, P.; SANCHEZ, L. A.; BOURGUIGNON, N.; CABRAL, M. E.; FERRERO, M. A.
Indigenous PAH-degrading bacteria from oil-polluted sediments in Caleta Cordova, Patagonia
Argentina. International Biodeterioration & Biodegradation. v. 82. P. 207-214. 2013.

KANWAR, L.; GOSWAMI, P. Isolation of a Pseudomonas lipase produced in pure
hydrocarbon substrate and its applications in the synthesis of isoamyl acetate using
membrane-immobilized lipase. Enzyme and Microbial Technology, vol. 31, p. 727-735,
2002.

KRIEGER, N.; BHATNAGAR, T.; BARATTI, J.C.; BARON, A.M.; LIMA, V.M.G,;
MITCHELL, D.A. Non-agueous biocatalysis in heterogeneous solvent systems. Food
Technology Biotechnology. v. 42, n. 4, p. 279-286, 2004.



77

MARIANO, A. P.; ANGELIS D. F. PIROLLO, M. P. S.; CONTIERO, J.; BONOTTO, D. M.
Investigation about the efficiency of the bioaugmentation technique when applied to diesel oil
contaminated soils. Braz. arch. biol. technol. [online]. 2009, vol.52, n.5, pp. 1297-1312.
2009.

MENG, L.; YUHUA, L,; WEIWEI, C.; HUI, W.; XIAOKE, H. Use of bacteria-immobilized
cotton fibers to absorb and degrade crude oil. International Biodeterioration &
Biodegradation. V. 88, p.8-12, 2014.

NIAZI, J.H.; PRASAD, D.T.; KAREGOUDAR, T.B. Initial degradation of dimethylphthalate
by esterases from Bacillus species. FEMS Microbiology Letters. V. 196, p. 201-205. 2001.

OLIVEIRA, T. F.; HIDALGO, M. R.; SOARES, M. S. Producio de lipase extraida de
residuos aquosos: cinética da atividade enzimética. Ciéncia e Agrotecnologia. v. 38, n. 6,
2014,

PEDROZO, M. F. M.; BARBOSA, E. M.; CORSEUIL, H. X.; SCHNEIDER, M. R,
LINHARES, M. M. Ecotoxicologia e Avaliacdo de Risco do Petroleo. Salvador: CRA, 2002.

PETROBRAS, 2010. Bunker. Produtos e Servicos. Disponivel em:
http://www2.petrobras.com.br/produtos_servicos/port/Produtos/Bunker/Bunker.asp?mn=prod
#. Acesso em: 30 de Setembro de 2010.

PEIXOTO, R; CHAER, G. M; CARMO, F. L; ARAUJO, F. V; PAES, J. E; VOLPON, A;
SANTIAGO, G. A; ROSADO, A. S. Bacterial communities reflect the spatial variation in
pollutant levels in Brazilian mangrove sediments. Antonie Van Leeuwenhoeck, v. 99, p.
341-354. 2011.

PIROLLO, M P. S. Estudo da Producdo de Biossur factantes Utilizando Hidrocarbonetos.
Dissertacdo apresentada ao Instituto da Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, para obtengo do titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas — S&o Paulo,
2008.

PARK, J.M.; KIM, M.; YOON, J.; KOBAYASHI, F.; IWASAKA, Y.; HONG, C.S.; MIN, J.;
KIM, Y.H. Biodegradation of diisodecyl phthalate (DIDP) by Bacillus sp. SB-007. Journal
of Basic Microbiology. V. 49, p. 31-35. 20009.

QIONG, W.; HUI, L.; LI-SHENG, Y.; PING, L.; YAN-HONG, W. Biodegradation of Di-n-
butyl phthalate esters by Bacillus sp. SASHJ under simulated shallow aquifer condition.
International Biodeterioration & Biodegradation. v. 76, p.102-107. 2013.

QUAN, C.S.; LIU, Q.; TIAN, W.J.; KIKUCHI, J.; FAN, S.D. Biodegradation of an
endocrine-disrupting chemical, di-2-ethylhexyl phthalate, by Bacillus subtilis No. 66. Applied
Microbiology and Biotechnology. V. 66, p. 702-710. 2005.

RAEID, M. M.; A, SAMIHA, AL-KHARUSI; MANAL, AL-HINAI. Effect of
biostimulation, temperature and salinity on respiration activities and bacterial community
composition in an oil polluted desert soil. International Biodeterioration &
Biodegradation. V. 98. P.43-52. 2015.


http://submission.scielo.br/index.php/cagro/issue/view/1522
http://submission.scielo.br/index.php/cagro/issue/view/1522
http://www2.petrobras.com.br/produtos_servicos/port/Produtos/Bunker/Bunker.asp?mn=prod
http://www2.petrobras.com.br/produtos_servicos/port/Produtos/Bunker/Bunker.asp?mn=prod

78

SHU, C.; TIANMING, C.; SHIYANG, L.; QIAN. Y.; JIAN, H.; LIWEI, C.; JIANG, H.
Biodegradation of N-Methylpyrrolidone by Paracoccus sp. NMD-4 and

its degradation pathway. International Biodeterioration & Biodegradation. V. 93, p. 70-77,
2014.

SUN, X.R.; SHAN, Z.J. Removal of di-n-butyl phthalate using immobilized microbial cells.
Chinese Journal of Chemical Engineering. V. 15, p. 167-171. 2007

URURAHY, A. F. P. Biodegradacédo de Residuo Oleoso Proveniente de Refinaria de Petrdleo.
Tese de doutorado em Ciéncias. Escola de Quimica, UFRJ. Rio de Janeiro. 1998.

VIEIRA, F. C. S. 2004. Toxicidade de Hidrocarbonetos Monoaromaticos do Petr6leo sobre
Metamysidopsis elongata atlantica (Crustacea: Mysidacea). Dissertacdo de mestrado em
Engenharia ambienta. Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental. UFSC. Santa
Catarina.

WANG, L.; WANG, W.; LAI, Q.; SHAO, Z. Gene diversity of CYP153A ank AIkB
hydroxilases in oil-degrading bacteria isolated from the Atlantic Ocean. Environmental.
Microbiology., v. 12, n. 15, p. 1230-1242, 2010.

WINKLER, U. K.; STUCKMANN, M., Glycogen, hyaluronate, and some other
polysaccharides greatly enhance the formation of exolipase by Serratia marcescens, Journal
Bacteriology, vol. 138, p. 663-670, 1979.

YUAN, S.Y.; HUANG, I.C.; CHANG, B.V. Biodegradation of dibutyl phthalate and di-(2-
ethylhexyl) phthalate and microbial community changes in mangrove sediment. Journal of
Hazardous Materials. V. 184, p. 826-831. 2010.

ZHANG, J.; HOU, Z.; YAO, C.; YU, Y. Purification and properties of a lipase from a
Bacillus strain for catalytic resolution of (R)-Naproxen. Journal of Molecular Catalysis:
Biology Enzymatic, vol. 18, p. 205-214, 2002.



79

4.2 Artigo submetido a revista: Science of the Total Environment

Biodegradacdo do 6leo combustivel marinho (MF-380) por Bactérias isoladas da &gua
do mar no complexo portuario de Suape-PE

Melo, E. J. V.2*; Arruda, F. V. F. %; Silva, P. A. %; Callou, M. J. A.; Baptista, N. Q.;
Gusmao, N. B.; Campos-Takaki, G. M.

% Departamento de Antibidticos, Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFPE.

® Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias e Tecnologia da UNICAP

Resumo

O “marine fuel” é um combustivel que é destilado a partir de petroleo bruto. Também
conhecido como 6leo combustivel Marinho ou Bunker, este material pode ser dividido em
diferentes categorias com base na sua composic¢ao quimica, a sua finalidade, e a temperatura
de ebulicdo. Em comparagdo com outros produtos de petrdleo, dleo combustivel para navios é
extremamente denso e altamente poluente. No Brasil as regides costeiras entdo mais
suscetiveis a derramamentos de petroleo e seus derivados, ja que os maiores indices de
acidentes tém sido registrados nas operacdes realizadas nos portos e terminais. O objetivo
deste trabalho é avaliar a degradacdo do MF-380 pelas bactérias. Foram utilizadas sete
linhagens de bactérias isolados de &reas impactadas e previamente selecionados quanto a
potencialidade oxidativa e lipolitica. A amostra de MF-380, foi cedida pela empresa Petrobras
Transporte S.A., posteriormente foi realizado uma analise quimica elementar do combustivel.
Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer (500 mL), contendo o meio mineral
Bushnell Haas-BH, o inéculo padronizado com dois blocos de gelose de 8mm de didametro e
concentracdes crescentes de 1% a 5% do MF-380 como fonte de carbono. Os frascos foram
incubados em condic¢es estaticas, a 30+1°C por 10 dias. Os resultados da analise elementar
mostraram que o MF-380 ndo possui nenhuma fonte de Enxofre (S). A bactéria P11A
apresentou uma degradacdo de 100% do Dodecano e 93,93% do Pentadecano quando
submetidos a uma concentracdo de 3% do MF-380, na concentracdo de 5% os melhores
resultados para a bactéria P11A, foram de 91,66% de degradacdo do Eicosano e 85,71% do
Docosano.

Palavras chave: Degradacéo, Oleo combustivel, Bactérias, Hidrocarbonetos Alifaticos.
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Introducéo

Um derramamento de 6leo no ambiente marinho quer seja a partir de escoamento ou
fontes antropogénicas, esta sujeito a uma variedade de processos naturais. A maior parte
destes, tais como a disperséo, evaporagédo, dissolu¢do e percolamento, mudanca do estado
fisico ou a localizacdo do petroleo, mas ndo o remove completamente a partir do ambiente.
Apenas combustdo, foto-oxidacdo, e biodegradacdo para converter hidrocarbonetos didxido
de carbono e 4gua. (GARRET, et. al., 2003).

Grandes quantidades de petréleo bruto foram entrando no mundo do oceanos h& milhGes
de anos, e um grupo diversificado de micro-organismos evoluiu para tirar proveito desta rica
fonte de carbono reduzida (PRINCE, 2010;. PRINCE et. al, 2010). Grande parte do petrdleo
vem de escoamento natural, e enquanto alguns adere as particulas de sedimentos e é
degradada no fundo do mar, outras sobe para a superficie do mar para formar manchas, e
outra parte dispersa como pequenas gotas na coluna de 4gua (FARWELL et. al., 2009).

A grande parte deste 6leo vem de fontes antropogénicas, tanto como escoamento de terra e
de acidentes de perfuracdo e de transporte (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2003). O
petroleo é um substrato incomum em dois aspectos principais. Em primeiro lugar, apenas
algumas moléculas, tais como &cidos graxos saturados (por exemplo, metano, etano e
propano) e de aromaticos (por exemplo, benzeno, tolueno, etilbenzeno e os xilenos) séo
significativamente solGvel. Em segundo lugar, enquanto o petréleo fornece uma rica fonte de
carbono e energia, ele ndo contém quantidades significativas de nitrogénio ou de fésforo
disponivel biologicamente essencial para crescimento microbiano.

Juntos, estes significam que a biodegradacdo de quantidades significativas de 6leo em
meios aerdbicos é provavel ser limitada pela area da superficie disponivel do 6leo, bem como
a presenca de nutrientes. A biodegradacdo do 6leo em linhas costeiras foi melhorada pela
aplicacdo criteriosa de fertilizantes para o 6leo (PRINCE e BRAGG, 1997), mas a adi¢do de
nutrientes as areas em mar aberto ndo é geralmente adequado tendo em conta a probabilidade
competicdo para captacdo por plancténicos fotoautotrofos (PRINCE, et. al., 2013).
Biorremediacao € o principal mecanismo para limpar poluentes de petroleo sob condicéo de
atenuacdo natural (KRISTENSEN et al., 2010).

Existem varios métodos para retirada de substancias recalcitrantes do meio ambiente.
As opcOes vao desde a construcdo de barreiras fisicas, lavagem ou ventilacdo do solo

contaminado, e sua destrui¢do por incineracdo ou por biorremediacdo. Esta ultima utiliza-se
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agentes bioldgicos, operando com menos custo e mais rapidamente. Para que a
biorremediacéo seja eficiente é necessario que o poluente seja transformado metabolicamente
por algum microrganismo, os produtos finais sejam seguros e as condi¢cdes ambientais
favorecam a atividade microbiana. O processo deve ter uma relagdo custo/beneficio
interessante (MALAJOVICH, 2011).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos € um processo de grande complexidade que
depende da natureza e quantidade dos hidrocarbonetos presentes no ambiente poluido
(MUSAT e WIDDEL, 2008). A escolha do processo mais adequado e eficiente dependera do
tipo e das caracteristicas fisico-quimicas e toxicoldgicas dos poluentes; dos microrganismos
que existem no local; o volume do material que sera tratado; tempo e custo para a utilizacdo
da tecnologia (LIN et. al., 1996; WALTER & CRAWFORK, 1997).

Este trabalho tem como objetivo selecionar bactérias isolados da agua do mar que
tenham a capacidade de degradar ou mitigar os componentes do combustivel marinho (MF-
380).

Materiais e métodos

Condicdes de cultivo

Foram utilizadas sete linhagens de bactérias isolados de agua do mar e previamente
selecionadas quanto ao potencial oxidativo e lipolitico. Estes micro-organismos estao
depositados na colecdo de culturas do Departamento de Antibidticos (UFPEDA). A
manutencdo dos isolados bacterianos foi feita por repiques sucessivos, a cada trés meses, em
placa de Petri, contendo o meio Triptic Soy Agar — TSA (159 de Tripticase, 5g de Peptona, 5¢
de Cloreto de sddio e 159 de Agar para 1L de agua).

Amostra do Oleo combustivel MF-380
A amostra de MF-380, utilizada em todos os ensaios, foi cedida pela empresa

Petrobras Transporte S.A. (TRANSPETRO). A caracterizagao fisico-quimica do MF-380 esta

representada na tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas do dleo combustivel MF-380 cedido pela
TRANSPETRO.

Propriedades fisico-quimicas

Aspecto Liquido viscoso escuro

Odor Caracteristico de Hidrocarbonetos
Ponto de fulgor 60°C (Método: vaso fechado)

Taxa de evaporacao Muito Lenta

Inflamabilidade Pouco inflamavel

Densidade 0,9878

Viscosidade 380 Cst @ 50°C (Metodo: MB 293)

Fonte: (http://www.br.com.br/).

A anélise quimica elementar do Oleo combustivel MF-380 foi realizada pela central
analitica do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco.
Essa analise foi realizada para determinar a massa do carbono, hidrogénio, nitrogénio e

enxofre presentes na amostra utilizada nos ensaios.

Ensaios de Degradacao do MF-380 por microrganismos isoladamente

Os ensaios foram realizados em frascos de Erlenmeyer, com as bactérias previamente
selecionados, contendo o meio mineral Bushnell Haas-BH, 20% (v/v) do in6culo padronizado
(dois blocos de gelose de 8mm de diametro) e concentracdes crescentes de 1%, 3% e 5% de
MF-380 como fonte de carbono, totalizando um volume final de 100 mL. Os frascos foram
incubados em condigdes estaticas, a 30+1°C por 10 dias. Em cada uma dessas concentragdes

foram coletadas aliquotas, para avaliacdo do pH e a quantificacdo da degradacéo.

Avaliacéo do pH e Biomassa

Para avaliacdo do pH durante o processo, apds o periodo de incubagdo foi realizado
uma medicdo para cada aliquota, utilizando o potencidmetro da marca PHTEK modelo PHS-
3B. A cada aliquota retirada, a amostra foi lavada com detergente e centrifugado até a retirada
total do oleo, foi pesada a massa de células em membranas filtrantes de porosidade(d) de
0,22um para avaliagdo do crescimento microbiologico por gravimetria (g/L).


http://www.br.com.br/
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Preparacdo da Amostra e analise do MF-380 residual

Para a determinacdo da degradacdo, as amostras (fases aquosas e oleosas) foram
submetidas a uma etapa de preparagdo. Para a separagdo dos subprodutos da fase aquosa foi
realizada uma extracdo com o solvente diclorometano em funis de separagéo e a fase oleosa
foi filtrada em papel de filtro (faixa amarela). Apds a separacao da fase aquosa foi realizada a
segunda etapa de preparacdo da amostra onde se separa as fracdes do MF-380. O “clean up”
foi realizado em colunas empacotadas com silica ativada a 800°C por 4 horas, e eluida com 60
mL de hexano. Em seguida € preparada uma massa com o 1,5 mL do material residual e silica
qgue é adicionada na parte superior da coluna, ap6s a adicdo da massa, 20 mL de
diclorometano foi eluido na coluna para remocdo da fase de hidrocarbonetos alifaticos. Esta
fase foi injetada no cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de massa (CG-EM modelo
SHIMADZU®) para quantificacio da degradac&o. A biodegradaco do petréleo foi avaliada,
apos a etapa de preparacdo da amostra, por cromatografia acoplada a espectrometro de massa,
através do decaimento dos picos de concentracdo dos constituintes do petréleo em funcéo da

degradacéo.
Resultados e Discussao
Caracterizacao quimica do 6leo combustivel MF-380

Os resultados da analise elementar do MF-380 estdo representados na tabela 2. O
resultado mostra que o 6leo combustivel MF-380 ndo possui nenhuma fonte de Enxofre (S),
ou seja, ndo detectado nenhuma presenca de compostos sulfurados polares. A analise ainda

apresentou que o combustivel possui baixas quantidades de Nitrogénio.

Tabela 2 — Analise quimica elementar da amostra do combustivel marinho MF-380.

Elementos Analisados  Porcentagem em Massa (%)
C 87,0938
H 11,3164
N 0,2447
S 0,0000
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A medida da quantidade total de enxofre nos combustiveis nada informa sobre sua
reatividade; no entanto, os compostos sulfurados podem inibir, catalisar ou ser inertes a acao
corrosiva nafténica do aco-carbono (Kane, 1999). A relacdo do conteddo de enxofre e
atividade corrosiva tem sido tema de algumas pesquisas (Slavcheva, 1999). A corrosédo nas
unidades de destilacdo da refinaria Salina Cruz (México), tanto a pressdo atmosférica, quanto
a pressdo reduzida, foi estudada por Laredo e colaboradores (Laredo et al, 2004).

A presenca de acidos nafténicos de baixo peso molecular, associada ao reduzido
contetdo de enxofre, pode estar na origem dos processos de corrosdo. Contudo, 0s autores
ressaltam a necessidade da avaliacdo de outros fatores, como o conteldo de sais e/ou a
metalurgia do material do equipamento. O efeito dos compostos sulfurados na corrosao,
relacionada com os &cidos nafténicos, envolve reducdo por prétons gerados no processo
corrosivo. Quando o produto de reducdo é o H,S, ha formacdo de uma camada protetora de
FeS, a qual previne do ataque nafténico. Porém, quando o produto de reducdo é a H,0, a
dissociacdo do acido torna-se possivel e intensifica a reacdo catddica, promovendo severa

corrosdo nafténica (Tomczyk, et al, 1998).

Degradacgdo do MF-380

Todos o0s micro-organismos testados apresentaram degradacdo dos compostos
alifaticos do MF-380 a 3% e 5%. Quando submetidos ao menor percentual da concentracdo
do d6leo contaminante (1%), houve total degradacdo efetiva dos compostos alifaticos
estudados, o que pode ser atribuido a biodisponibilidade do poluente.

A analise cromatografica da degradacdo pelas bactérias isoladas apresentou uma
degradacdo mais acentuada para 0os compostos com menor gquantidade carbonos da fracdo
alifatica na concentracdo de 3% do MF-380. Esta fracdo é representada pelo Decano (C-10),
Undodecano (C-11), Dodecano (C-12), Tridecano (C-13) e Tetradecano (C-14). Varias
bactérias apresentaram degradacdo total (100%) para o Decano, entretanto na concentracdo de
5% ndo houve degradacdo dos compostos menores (Tabela 3).

A degradacdo de naftaleno foi observado apds 48 horas de incubacdo pelos isolados,
em taxas de degradacdo proxima a 100%. Alem disso, as linhagens bacterianas P26 e N12

também foram capazes de degradar 58 e 54% de fenantreno (Isaac, 2013).
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Tabela 3 — Degradacdo dos compostos alifaticos C-10 a C-14, pelas bactérias isoladas da agua

do mar.
Hidrocarbonetos alifaticos
Decano Undecano | Dodecano | Tridecano | Tetradecano
1% 100 100 100 100 100
P11A 3% 100 80 87,50 81,25 79,31
5% 0 0 6,66 43,47 48,27
1% 100 100 100 100 100
P11B 3% 100 67,03 75,70 72,98 70,45
5% 0 0 3,87 33,33 47,29
1% 100 100 100 100 100
P11B1 3% 100 63,31 71,73 68,78 65,65
5% 0 2,98 4,39 45,18 30,97
1% 100 100 100 100 100
P11B2 3% 100 79,80 89,25 79,50 68,31
5% 0 0 0 20,97 43,33
1% 100 100 100 100 100
P11B3 3% 100 66,25 85,11 70,62 68,33
5% 0 0 3,61 35,95 27,50
1% 100 100 100 100 100
P11B4 3% 100 65,03 75,98 69,95 81,35
5% 0 0 0 25,10 35,01
1% 100 100 100 100 100
P11B5 3% 100 75,38 63,89 70,55 80,11
5% 0 0 2,27 30,25 28,45

Para os compostos alifaticos que tem 15 e 18 carbonos houve um equilibrio na
degradacdo das duas concentracbes (3% e 5%), ndo havendo degradacdo total em nenhum
composto, e mostrando os valores mais baixos que os compostos com menos carbonos (C-10
a C-14) ou com mais carbonos (C-19 a C-22). Porém a bactéria P11A apresentou uma

degradacéo de 93,33% para 0s compostos pentadecano e fitano (Tabela 4).

Além disso, Morris et al. 2009, relataram mais de 82% de biodegradacdo de
compostos organicos (C8-C25 n-alcanos) e 31% atenuacdo natural ao longo de 21 dias a 30
oC. Mais de 90% de remocgao de hidrocarbonetos alifaticos normais através de biorremediacao
em sedimentos marinhos também tem sido relatada. Uma comparacdo da degradacdo de n-
alcanos de cadeia média (C12H26-C22H46) e de cadeia longa n-alcanos (C24H50-C34H70),
mostra claramente que a cadeia longa é degradada mais lentamente do que os de cadeia média
(Mohammad A. Z., 2010). Resultados semelhantes foram relatados por outros pesquisadores
(Silva, 2009; Mohajari et al, 2010; Bacosa, 2015).
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Tabela 4 — Degradacdo dos compostos alifaticos C-15 a C-18, pelas bactérias isoladas da agua

do mar.
Hidrocarbonetos Alifaticos

Pentadecano | Hexadecano | Heptadecano | Pristano | Octadecano Fitano
1% 100 100 100 100 100 100
P11A | 3% 93,93 84,88 80,76 66,66 86,66 93,33
5% 44,44 57,14 43,75 50 53,84 60
1% 100 100 100 100 100 100
P11B | 3% 88,20 75,88 86,11 68,33 91,26 94,66
5% 42,25 50,11 45,00 48,15 50,33 58,10
1% 100 100 100 100 100 100
P11B1 | 3% 80,52 55,66 68,16 58,98 87,56 84,36
5% 48,55 43,91 43,33 51,35 54,03 57,24
1% 100 100 100 100 100 100
P11B2 | 3% 46,60 76,38 79,76 61,86 69,79 87,45
5% 39,05 47,62 40,65 41,10 41,23 51,19
1% 100 100 100 100 100 100
P11B3 | 3% 59,03 67,45 68,33 61,07 78,20 65,66
5% 50,88 65 55,49 57,25 48,55 52,33
1% 100 100 100 100 100 100
P11B4 | 3% 75,35 65,24 67 81,66 89,97 68,50
5% 40,25 38,94 52,39 50,65 49,12 50,25
1% 100 100 100 100 100 100
P11B5 | 3% 61,66 67,45 87,05 78,12 75,10 70,45
5% 41,38 45 52,43 54,78 55,50 51,42

A degradacdo dos compostos alifaticos com maior nimero de carbono, representado

por nonadecano (C-19), eicosano (C-20), heneicosano (C-20) e docosano (C-22), demostrou

uma melhor degradacdo na concentracdo de 5% do MF-380 do que 0s compostos menores.

No entanto a concentracdo de 3% ainda mostrou uma melhor degradacdo, onde a bactéria

P11A obteve uma degradacdo de 87,50% do Docosano e a bactéria P11B3 montrou uma

degradacéo de 88% do Eicosano (Tabela 5).

A extensdo da degradacgéo de n-alcanos com mais do que C-36 nem sempre € definida

por causa de sua concentracdo extremamente baixa em petroleo bruto (Mohammad, A. Z.,

2010). Vieira, P. A., 2009 relataram que o n-alcanos na gama de C8-C1l foram

completamente degradada apds 56 dias de tratamento. Hidrocarbonetos com quantidades de
carbonos C12-C21, C22-C31 e C32-C40 eram removidas nos niveis de 83-98%, 80-85% e 57-
73%, respectivamente.
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Covino et al, 2015 relataram que a degradacdo de petrdleo procedeu para além dos
limites biodisponiveis apenas para as fracdes C10-C14 e C21-C27. Nao foi possivel calcular a

fraccdo de C28-C34, pois os dados de dessorcao ndo se encaixava de forma confiavel.

Tabela 5 — Degradacdo dos compostos alifaticos C-19 a C-22, pelas bactérias isoladas da agua

do mar.
Hidrocarbonetos Alifaticos

Nonadecano Eicosano Heneicosano Docosano

1% 100 100 100 100

P11A 3% 75,00 66,66 84,61 87,50
5% 60 66,66 62,50 71,42

1% 100 100 100 100

P11B 3% 68,31 60,59 58,66 70,82
5% 57,95 62,33 59,97 65,45

1% 100 100 100 100

P11B1 | 3% 78,01 61,35 70,25 65,32
5% 55,65 61,12 61,87 61,35

1% 100 100 100 100

P11B2 | 3% 77,88 65,91 80,21 81,50
5% 52,50 58,73 51,87 55,10

1% 100 100 100 100

P11B3 | 3% 70,32 88,00 75,10 81,68
5% 60,98 68,10 59,54 56,66

1% 100 100 100 100

P11B4 | 3% 87,64 85,50 81,11 83,33
5% 61,72 59,05 55,79 56,25

1% 100 100 100 100

P11B5 | 3% 82,55 81,98 80,33 75,10
5% 50,33 62,79 65 66,66

A estrutura dos compostos pode influenciar a velocidade de biodegradacdo por estar
relacionada com a disponibilidade do composto & acdo microbiana. Em alguns substratos, a
taxa e a extensdo da biodegradacdo de compostos organicos, principalmente para compostos
hidrofobicos, sdo afetadas pelas complexas interagdes entre as moléculas dos contaminantes,
as particulas do solo, a agua intersticial e os microrganismos degradadores (SEABRA, 2008).

A natureza do contaminante presente no solo pode interferir na extencdo da
degradacdo microbiana, por ser esta uma funcdo do peso molecular do composto organico e
da razdo de hidrocarbonetos saturados e aromaticos. Os microrganismos apresentam uma

habilidade degradadora decrescente com o aumento da cadeia dos hidrocarbonetos, bem como
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com o aumento da complexidade de suas estrutura ou quantidade (TRINDADE, 2002;
ASANO, 2013).

Ao final do ensaio foram retidas aliquotas para avaliacdo da biomassa, onde podemos
acompanhar o perfil de crescimento da massa seca, e 0 pH para avaliar se houve producédo de
acidos. Como pode ser observado na figura 1, houve uma similaridade entre os valores de
massa seca apresentada pelas bactérias testadas. Onde hd aumento na concentracdo de 3% em
relacdo a de 1%, ocorrendo o inverso em relacdo a concentracdo de 5% que decresce
comparado a concentracdo menor. Quanto ao pH observa-se que com o aumento das
concentragdes houve uma diminuicdo dos valores encontrados, o que pode ser evidenciado
pela producdo de acidos pelas bactérias. Em um processo fermentativo de biorremediacéo, a
producdo de biomassa indica a adaptabilidade do microrganismo ao substrato e a
transformacdo do composto original, enquanto que a acidificacdo € justificada geralmente
pela producdo de acidos organicos, indicadores indiretos de biodegradagdo (Rao, 2005).

Figura 1 — Perfis de pH (a) e biomassa (b) apresentado pelas bactérias testadas durante a

degradacéo nas concentracgdes 1%, 3% e 5% de MF-380.
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A bactéria que apresentou melhor degradacdo dos compostos alifaticos do MF-380 foi
a P11A (Figura 2). Chegando a uma Degradagéo efetiva de 100% do Dodecano e 93,93% do
Pentadecano quando submetidos a uma concentracdo de 3% do MF-380, na concentracdo de
5% os melhores resultados para a bactéria P11A, foram de 91,66% de degradacdo efetiva do
Eicosano e 85,71% do Docosano, que sdo compostos alifaticos maiores do Combustivel

marinho.
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Figura 2 — Perfil de degradacédo de concentracdes crescentes do MF-380 pela bactéria Bacillus
sp. (P11A).
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Hidrocabonetos

A temperatura e salinidade estdo entre os fatores cruciais que limitam as atividades
microbianas e composicdo da comunidade, e s6 as bem adaptadas bactérias podem degradar
poluentes com sucesso em condigdes extremas. Experiéncias demonstram que as alteracfes de
temperatura e salinidade ndo sé afetou atividade bacteriana, mas também resultou em
mudancas na composicdo da comunidade bacteriana. Assim, as flutuacbes nos dois
pardmetros pode influenciar diretamente o sucesso e eficiéncia dos processos de
biorremediacédo (Raeid, 2015).

Entre os microrganismos que podem ser utilizados para o tratamento bioldgico de
efluentes de petréleo, as bactérias e os fungos vém se mostrando habeis em degradar
compostos xenobidticos e outros de grandes cadeias moleculares que, em geral, séo de dificil
degradacdo. Estes micro-organismos podem sobreviver e crescer em meios com
concentragOes elevadas de compostos recalcitrantes e sdo capazes de utiliza-los como fonte de
energia (SANTAELLA et. at., 2009).

Covino, et al., 2015 relataram que ao avaliar a degradacao da primeira fracdo obtida da
destilacdo do petroleo, foi possivel estimar a percentagem de biodisponibilidade total de
hidrocarbonetos alifaticos (C10-C34) que foi considerado inicialmente de 72,4 + 3,4%, com

referéncia a totalidade.
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Producéo enzimatica

Concomitantemente com a avaliacdo da dagredacdo pelas bacterias, foi observado a
producdo de enzimas do grupo fenoloxidases e as lipases. Observa-se que as bactérias
apresentaram atividade enzimatica na degradacdo do oleo MF-380 tanto para o grupo das
fenoloxidases como para Lipase. As linhagens testadas mostraram uma producdo de 1.626 a
7.574 U/L de Manganés Peroxidase, 370 a 9.000 U/L de Lacase e 12 a 584 U/L de Lignina
Peroxidase. As bactérias produziram também enzimas lipase na faixa entre 29 a 86 U/L
(Figura 3).

Figura 3 — Perfil de producdo enzimatica apresentado pelas bactérias isoladas da agua do mar

durante a degradacdo do MF-380.
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Neves, F. A. et al (2013), relataram que ao trabalhar com degradacdo de efluentes
industriais utilizando fungos, que sd&o melhores produtores de enzimas do grupo
fenoloxidases, obtiveram produgdes entre 13 & 550 U/L de Lacase, 0 & 1295 U/L de lignina
Peroxidase e 0 a 155 U/L de Manganés Peroxidases. A atividade especifica de lipases de
bactérias, isoladas de esgoto sanitario, de diversos géneros, estd na faixa de 0,044 a 1,982
U/mg de proteina (KANWAR et al., 2002).
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Concludes

O MF-380 apresentou baixos teores de Nitrogénio e nenhuma fonte de enxofre. Os
micro-organismos isolados da &gua do mar do complexo portuario de Suape-PE mostraram-se
capazes de degradar compostos alifaticos do oleo combustivel MF-380 com potencial
oxidativo e lipolitico, e podem assim vir a serem utilizados em processos de recuperacao
ambiental em areas impactadas por derivados de petroleo. A bactéria Bacillus sp. (P11A),
mostrou uma melhor degradacdo da fracdo alifdtica do combustivel marinho nas

concentragdes de 3% e 5%.
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Resumo

Biodegradacdo é um dos principais processos de atenuacdo para a maioria dos produtos
quimicos no meio aquatico. Os compostos que sdo biodegradaveis sdao degradados em
compostos menores por micro-organismos durante o0 seu crescimento, onde, eles s&o
completamente mineralizados. A biodegradabilidade dos produtos quimicos sdo importantes
para a estimativa de parametros, tais como a exposi¢do a organismos aquaticos, persisténcia,
toxicidade e bioacumulacdo. A variedade de compostos poluentes que um sitio pode
apresentar implica a presenga de uma comunidade degradadora de ampla diversidade
catabdlica. Assim, a utilizacdo de consércios microbianos ao invés do uso de culturas puras é
mais vantajosa, pois prové essa diversidade metabdlica necessaria para um tratamento efetivo.
O objetivo deste trabalho é avaliar a degradacdo do MF-380 por consorcios bacterianos.
Foram utilizadas sete linhagens de bactérias, que tem comprovadamente a capacidade
oxidativa e lipolitica frente ao MF-380. Foi realizado um delineamento experimental
utilizando um planejamento de Plackett & Burman-(PB) de 16 ensaios para
compor o consércio. As bactérias foram submetidas ao teste de antibiose em placas de
Petri. Foram relizados testes de efeito sinérgico em frascos Erlenmeyer, onde foram
avaliadas a degradacdo do MF-380 por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa e a atividade enzimatica. A degradacdo do Oleo combustivel marinho tem efeito
positivo quando é utilizado o Bacillus sp. (P11A). E segundo o resultado do delineamento
experimental o consorcio mais promissor € composto pelas linhagens P11A e P11B1 com

degradacdo de 89% dos compostos alifaticos do 6leo combustivel marinho. Ainda assim o
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melhor consorcio apresentou um atividade de 110,2 U/L de lipase, quando comparado as
linhagens separadamente mostrou uma melhora na producéo de enzimas.

Palavras-chave: Degradacéo, Hidrocarbonetos, Bactéria, Planejamento Experimental.

Introducéo

Ha muitas aplicacdes de hidrocarbonetos na industria, com seu principal papel no
abastecimento. Devido ao uso generalizado de hidrocarbonetos, derrames e contaminacdo do
solo e das aguas subterraneas tem sido comum ha anos. Petrdleo podem ser classificados em
seis principal grupos definidos operacionalmente de produtos quimicos: hidrocarbonetos
saturados, hidrocarbonetos aromaticos,, componentes ndo hidrocarbonetos mais polares,
resinas e asfaltenos (Head et al., 2006; Ward et al., 2013; Drakou et al, 2015).

A avaliacdo da capacidade degradadora das culturas em consércio visa a simulagédo de
uma condicdo natural de ocorréncia dos micro-organismos no meio. No entanto, 0 uso de um
consorcio composto por micro-organismos com requerimentos desconhecidos de substrato
pode comprometer os resultados do processo de bioaumentacdo (Simon et al., 2004;
Hesselsoe et al., 2008; Lebkowska et al, 2011). Em sitios degradados, os poluentes podem ser
formados por moléculas complexas ou por uma mistura de compostos que poderdo ser
metabolizados somente por uma combinacdo muito especifica de micro-organismos (El
Fantroussi & Agathos, 2005).

Assim, além de comprovado potencial para degradar determinado composto organico
poluente, os micro-organismos que fazem parte do consércio precisam ainda apresentar

propriedades metabolicas sinérgicas (Mukred et al., 2008).

Uma degradacdo com micro-organismos em consorcio, hd um maior espectro
enzimatico atuando na degradacdo (Ghazali et al., 2004), uma vez que envolve a expressao
metabolica de micro-organismos pertencentes a taxons distintos, devido a sua composicao
guimica 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 degradacdo do bunker, atuando de varias maneiras sobre as diferentes fracoes

deste combustivel maritimo.
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Este trabalho tem como objetivo avaliar a degradacdo da fracdo alifatica do oleo
combustivel marinho MF-380 por consorcios formados por bactérias isoladas da agua do mar

do complexo portuario de Suape-PE.

Materiais e métodos

Micro-organismos e Condigdes de Cultivos

Foram utilizadas sete linhagens de bactérias isoladas de agua do mar, que tem
comprovadamente a capacidade oxidativa e lipolitica frente ao MF-380 e previamente
depositados na colecdo de culturas do Departamento de Antibidticos (UFPEDA). A
manutencdo dos isolados foi feita por repiques sucessivos, a cada trés meses, em placa de
Petri, contendo o0 meio Triptic Soy Agar — TSA (15g de Tripticase, 5g de Peptona, 5g de
Cloreto de sodio e 159 de Agar para 1L de agua). Apos a aclimatacdo com o composto 0s
microrganismos foram mantidos em placas de Petri, com meio Bushnell Haas-BH (1g de
KH,PO,, 1g de K,;HPO,, 1g de NH4NO3, 0,29 de MgS0O,.7H,0, 0,05 de FeCl; e 0,02 de
CaCl,.2H,0 para 1L de &gua destilada), acrescido de Agar e 1% da fonte oleosa e a cada trés

meses foram realizados repiques de manutencao.

Delineamento experimental

Para definicdo do consorcio e qual a linhagem com mais efeito para degradacdo do
MF-380, foi realizado um delineamento experimental utilizando um planejamento
de Plackett & Burman-(PB) de 16 ensaios com trés pontos centrais,
totalizando 19 ensaios (Rodrigues, 2009). A varidvel independente foi a concentragdo
dos indculos (2, 3 e 4 blocos de gelose) das sete bactéria testadas e a variavel dependente, foi
o percentual de degradagdo. A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software
Statistica® 8,0. Para padronizacéo do inéculo foram utilizados blocos de gelose de 8mm de

diametro.
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Ensaios de Degradacao em Consorcio

Os ensaios de degradagdo foram conduzidos utilizando uma matriz experimental de
PB-16 (Tabela 1) em frascos Erlenmeyer (capacidade de 500mL), contendo indculo
bacteriano padronizados utilizando niveis mais baixos e mais altos (-1 e +1), meio mineral de
Bushnell Haas Modificado, que utiliza a agua do mar ao invés de agua destilada e o como
fonte de carbono foi utilizado 3% do 6leo combustivel marinho MF-380, totalizando um
volume final de 100mL, os quais foram submetidos & temperatura de 30 + 1°C em condicdes

estaticas durante 5 dias.

Tabela 1 - Matriz experimental do planejamento de Plackett & Burman (PB-16).
Utilizando os in6culos bacterianos padronizados como niveis mais baixos e mais altos (-1 e

+1) e trés pontos centrais. (Fonte: Rodrigues, 2009).

P11A P11B P11B1 P11B2 P11B3 P11B4 P11B5
Ensaio 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1
Ensaio 2 1 1 -1 -1 -1 1 -1
Ensaio 3 1 1 1 -1 -1 -1 1
Ensaio 4 1 1 1 1 -1 -1 -1
Ensaio 5 -1 1 1 1 1 -1 -1
Ensaio 6 1 -1 1 1 1 1 -1
Ensaio 7 -1 1 -1 1 1 1 1
Ensaio 8 1 -1 1 -1 1 1 1
Ensaio 9 1 1 -1 1 -1 1 1
Ensaio 10 -1 1 1 -1 1 -1 1
Ensaio 11 -1 -1 1 1 -1 1 -1
Ensaio 12 1 -1 -1 1 1 -1 1
Ensaio 13 -1 1 -1 -1 1 1 -1
Ensaio 14 -1 -1 1 -1 -1 1 1
Ensaio 15 -1 -1 -1 1 -1 -1 1
Ensaio 16 -1 -1 -1 -1 1 -1 -1
Ensaio 17 0 0 0 0 0 0 0
Ensaio 18 0 0 0 0 0 0 0
Ensaio 19 0 0 0 0 0 0 0

O processo de degradacdo do MF-380, pelos consorcio, foi acompanhado através das
determinac6es da analise cromatogréfica em fase gasosa para avaliar a degradacédo efetiva do
Oleo pelas bactérias, através do decaimento do pico dos hidrocarbonetos em funcdo da
degradacdo. Além da analise cromatogréfica foi realizado o acompanhamento da produgéo

enzimatica.
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A atividade lipolitica utilizada foi descrita por Winkler e Stukmann (1979), sendo
modificada conforme Krieger (1995). Baseia-se na hidrolise do palmitato de p-nitrofenila pela
enzima, em meio aquoso contendo como surfactantes a goma arabica (Sigma) e o Triton X-
100 (Sigma). A liberacédo do p-nitrofenol, de coloragcdo amarela e seguida a 410 nm.

Foram misturados 1 mL da solucao de palmitato de p-nitrofenila (Sigma) em
isopropanol, em uma concentracao de 3 mg.mL™, com 9 mL da solucao de 2 g de Triton X-
100 e 0,5 g de goma arabica, em 450 mL de tampéo fosfato 0,05 mol.L™* (pH 7,0), lentamente
e sob continua agitagdo. Desta solucdo foram colocados 0,9 mL em cubeta, apés estabilizada a
temperatura a 37 °C, foi adicionada a solucdo de enzima (0,1 mL). A reagédo foi feita em
cubeta de 1,0 mL e a leitura foi feita sempre contra um branco contendo o substrato e o
tampdo sem a enzima, a 37 °C e pH 7,0. A solucdo de enzimas foi obtida através da filtracdo
do material residual proveniente da fermentacdo do MF-380 durante cinco dias pelas bactérias
em condicBes estaticas a temperatura de 30° C. A reacdo foi acompanhada pela leitura da
absorbancia.

Para o calculo da atividade foi utilizado a Equagdo: A=(Camg.60.ND)/e.Xen, Onde Cyng €
coeficiente angular obtido da cinética de reacdo; ND é numero de dilui¢les; ¢ é o coeficiente
de extincdo molar do pNPP a pH 7,0 e Xen; € volume (em mL) ou massa da enzima
imobilizada (em mg). Sendo uma unidade de atividade enzimaética (U) definida como a
liberacdo de 1 umol de pNP (p-nitrofenol) por minuto. O coeficiente de extingdo molar do
pNPP, em pH 7,0, (9,78.103 L.mol-1.cm-1) foi utilizado para relacionar a concentracdo do

produto com a absorbancia obtida na leitura.
Avaliacao de interacfes antagdnicas entre as bactérias

As bactérias foram submetidas ao teste de antibiose, baseado no método de Bauer et al
(1997), para verificar a ocorréncia de interagcdes antagonicas entre elas. Para isso, cada micro-
organismo foi semeado em placas de Petri com o auxilio de swabs, contendo meios
apropriados (TSA e BH acrescido de agar com 1% de MF-380). Em seguida, blocos de agar
(@ = 8 mm), contendo cada linhagem de bactéria ja crescida a ser testada, foram transferidos
para as placas dos micro-organismos teste e dispostos invertidos em posicdes equidistantes.
As placas foram incubadas a 30°C, sendo verificadas diariamente a ocorréncia ou ndo da
formacdo de halos de inibicdo em torno de cada bloco, indicando ocorréncia ou ndo de

antagonismo. Qualquer halo produzido, independente do seu diametro, € tido como inibicao.
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Avaliacao do efeito sinérgico

Para testar se houve efeito sinérgico entre a melhor bactéria, escolhida pelo
planejamento experimental de Plackett & Burman, com as demais bactérias. Foram
relizados testes em frascos Erlenmeyer (capacidade de 500mL), contendo 2 blocos de
agar (@ = 8 mm) de cada bactéria testada como indculo bacteriano, meio mineral de Bushnell
Haas Modificado, que utiliza a agua do mar ao invés de &gua destilada e o como fonte de
carbono foi utilizado 3% do 6leo combustivel marinho MF-380, totalizando um volume final
de 100mL, os quais foram submetidos a temperatura de 30 + 1°C durante 5 dias. Para controle
do experimento foram utilizados frascos com indculos que continham uma Unica bactéria.
Foram avaliadas a degradacdo do MF-380 por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa e a atividade enzimatica.
Resultados e Discussao
Degradacao do MF-380 por Consoércio Bacteriano

Apbs o periodo de incubacdo no processo de degradacdo do Oleo combustivel em
frascos, pelos consorcios que pode ser observado na tabela 2, a Gnica variavel que se mostrou
efeito significante no processo de degradacdo do MF-380 e apresentou o efeito positivo, foi a
bactéria P11A (p= 0,000544). Assim como na analise de variancia, que mostrou 0 mesmo

resultado (Tabela 2).

Tabela 2 — Efeitos padronizados estimados obtido do delineamento experimental de Plackett

& Burman.

Fatores Efeito Desvio Padréo n(11) P
Média 76,70425 0,892751 85,91896 0,000000
P11A 9,37240 1,948353 4,81042 0,000544
P11B -0,59510 1,948353 -0,30544 0,765734
P11B1 1,19490 1,948353 0,61329 0,552157
P11B2 0,56740 1,948353 0,29122 0,776302
P11B3 -0,74083 2,043870 -0,36246 0,723873
P11B4 0,22490 1,948353 0,11543 0,910185
P11B5 -2,14260 1,948353 -1,09970 0,294948
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Tabela 3 — Analise de Variancia dos ensaios em frasco obtido através do delineamento
experimental.

Fatores Somade Qradr. | Quadr. Médios F P
P11A 345,3256 345,3256 23,14015 0,000544
P11B 1,3922 1,3922 0,09329 0,765734
P11B1 5,6129 5,6129 0,37612 0,552157
P11B2 1,2656 1,2656 0,08481 0,776302
P11B3 1,9606 1,9606 0,13138 0,723873

P11B4 0,1988 0,1988 0,01332 0,910185

P11B5 18,0473 18,0473 1,20934 0,294948

O gréafico de Pareto mostra quais variaveis apresentaram valores significantes de
acordo com o efeito, e observou-se que a bactérias P11A apresentou melhores resultados
guando comparada as outras linhagens testadas (Figura 1)

Para recuperar e regenerar areas degradadas, métodos alternativos sdo necessarios para
monitorar e de compreender os danos a longo prazo. H& cada vez mais provas de que a
presenca de consorcio microbiano tende a aumentar o crescimento e sobrevivéncia de toda a

cadeia trofica na area (Santos et al. 2011).

Figura 1 - Gréafico de Pareto dos efeitos padronizados das bactéria. Varidvel dependente:
Degradacdo da fracdo alifatica do MF-380.

4,8104

p=,05

Efeito Estimado Padronizado
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A degradacédo do 6leo combustivel marinho tem efeito positivo quando é utilizado o
nivel maior da varidvel P11A (Figura 2). Nao foi observado também nenhuma interacao entre
as variaveis independentes testadas. Além disso as bactérias bactérias P11B5 e P11B1
mostraram efeitos proximo ao nivel de significancia desejado, porem a P11B5 apresentou um
efeito negativo no processo (Figura 2a). O que significa que ao aumentar o inoculo a
degradacdo do MF-380 diminuiu. Ja a bactéria P11B1 apresentou um efeito positivo e quando
h& aumento do seu inoculo a degradacdo também aumenta (Figura 2b).

O conhecimento da estrutura da comunidade bacteriana, bem como a sua chave papel
no ambiente contaminado com 6leo fornece uma primeira vista de potencial metabdlico e
mecanismos fisioldgicos que pode conduzir biodegradacéo de hidrocarbonetos (Kostka et al.,
2011; Simarro et al., 2012).

Em geral, a maioria das micro-organismos em consorcios enriquecidos estudados eram
capazes de degradar as misturas de hidrocarbonetos poliaromaticos ou pireno aplicado como o
carbono e fonte energia. A capacidade da maioria dos consércios para degradar fluorene
e fenantreno na mistura dos hidrocarbonetos indicou que bactérias degradadoras podem estar
presentes em sedimentos marinhos (Bacosa, 2015).
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Figura 2 — Grafico de Superficie da degradacdo do 6leo combustivel marinho MF-380 (A
bactéria P11A evidenciada como variavel significante). a: Interacdo entre a bactéria P11A e
P11B5; b: Interacéo entre as bactéria P11A e P11B1.
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Interacbes Antagonicas

De acordo com os testes de antagonismo, nenhuma das sete bacterias testadas
apresentaram qualquer halo de inibicdo entre elas. O que evidencia que ndo a interacGes
antagonicas entre elas, podendo ser incluidas em um consdércio bacteriano.

A ocorréncia de halos de inibicdo evidencia interagbes antagobnicas,
provavelmente, devido a producdo de metabdlitos com atividade antimicrobiana, capazes de

inibir o crescimento de outros micro-organismos. Norman et al (2004) estudaram um desses
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metabolitos, 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 sobrevivéncia em varios
ambientes. A piocianina é um pigmento capaz de inibir o crescimento de outros micro-
organismos. Estes autores monitoraram durante 50 dias o efeito desse metabolito sobre uma
comunidade microbiana crescendo em (1%) de 6leo cru e obtiveram uma reducdo especifica
na degradacdo de HPAs, além de um decréscimo na diversidade dessa comunidade, em
relagdo ao controle que estava sem piocianina (Sorokin, 2012; Prasad, 2015).

Portanto, linhagens com intera¢do antagdnica ndo devem ser montados em consorcio,
visto que isto inviabilizaria a sua aplicacdo em processos de biorremediacédo. Este critério de
selecdo é de suma importancia, uma vez que permite obter consorcios microbianos onde os
micro-organismos possam crescer e atuar de forma sinérgica, potencializando a degradacédo

do 6leo e, consequentemente, descontaminar o ambiente (ALVAREZ, 2007; Zhang, 2013).

Efeito Sinérgico

De acordo com os resultados da avaliacdo do efeito causado por sinergismo entre as
bacterias, pode-se obsevar que alguns consércios apresentaram degradacGes melhores
que as linhagens quando testadas separadamente.

O consorcio composto pela bactéria P11A e P11B1 mostrou uma degradacgdo de 87%
dos compostos alifaticos do MF-380, enquanto que as mesmas linhagens separadamente
apresentaram uma degradacao de 83% e 72%, respectivamente. Da mesma forma a atividade
enzimatica da lipase demostrada pelo consoércio P11A e P11B1 foi de 110,2 U/L, que foi
maior do que separadamente onde observa-se 77,26 e 49,62 U/L respectivamente (Tabela 4).

Assim, quando uma situacdo de contaminacgdo é simulada em laboratério, a utilizacéo
de consorcios microbianos ao invés do uso de culturas puras € mais vantajosa, pois prové essa
diversidade metabdlica necessaria para um tratamento efetivo (Tyagi et al., 2011). Essa
perspectiva tem sido confirmada pelos bons resultados obtidos em diversos trabalhos, tanto
em solo (Jacques et al., 2007) quanto em meio liquido (Cerqueira et al., 2011). O efeito de
interacdes sinérgicas entre 0s membros da associagdo contribui para a completa mineralizacéo
dos contaminantes, em que determinado grupo de micro-organismos pode remover
metabdlitos que s&o tdxicos a outro grupo ou ainda utilizar produtos de degradagdo como seu
substrato (Mukred et al., 2008; Covino et al, 2015).
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Tabela 4 — Avaliacdo do efeito sinérgico dos consoércios bacterianos. Avaliando a degradacao

dos compostos alifaticos do MF-380 através da cromatografia gasosa e da atividade lipolitica.

Degradacéo (%) Atividade Enzimatica (U/L)
P11A 83 77,26 £3,18
P11B 77 43 £7,58
P11B1 72 49,62 +7,66
P11B2 76 6,72 +1,7
P11B3 74 21,18 0,7
P11B4 79 4,5 +1,22
P11B5 77 9,15 +2,45
P11A+P11B 65 40,5 +2,8
P11A+P11B1 89 110,2 £2,5
P11A+P11B2 80 81,331
P11A+P11B3 63 56,5 +3,5
P11A+P11B4 82 78 4,0
P11A+P11B5 72 74,7 £3,2

Concludes

As sete bactérias testadas em consoércio, empregando um planejamento Plackett &
Burman, onde a degradacdo como variavel dependente demonstrou que a bactéria Bacillus sp.
(P11A) apresentou maior potencial biotecnolégico para degradacdo do 6leo MF-380. O
consorcio, composto pela linhagem P11A e P11B1, mostrou-se melhor degradador da fracédo
alifatica do 6leo combustivel e melhor produtor de enzimas lipases. Portanto, os estudos
realizados sugerem que o consoércio formado pelos Bacillus sp. (P11A e P11B1) pode ser
aplicado nos processos de biorremediacdo pelo éleo combustivel MF-380, possibilitando o

interesse pelas industrias petroliferas.
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5 CONCLUSAO

e Na caracterizacdo da 4gua do mar coletada foi observada uma faixa levemente basica
entre 7,78 e 8,19. A temperatura média dos trés pontos foi de 34,36 °C, ficando abaixo
da temperatura semestral do local. Também pode ser observada que a oxigenacdo na
amostra do Rio Ipojuca apresentou a menor oxigenacao, possivelmente atribuida a
eutrofizacdo da &gua.

¢ No total foram isoladas 602 bactérias, a qual através do teste qualitativo verificou-se a
ocorréncia de oxidacao bioldgica de 15,22% das bactérias com 24 horas de incubacao.

e Das 91 bactérias testadas quanto ao potencial oxidativo, apenas sete apresentaram
atividade lipolitica.

e A maior porcentagem das bactérias foram identificado como pertencentes do género
Bacillus (98%) e apresentaram similaridades quanto a bioquimica e morfologia.

e Na caracterizacdo quimica elementar do 6leo combustivel maritimo, O MF-380
apresentou baixos teores de Nitrogénio e nenhuma fonte de enxofre.

e Os micro-organismos isolados da dgua do mar do complexo portuario de Suape-PE
mostraram-se capazes de degradar compostos alifaticos do oleo combustivel MF-380.
Onde a bactéria Bacillus sp. (P11A), mostrou uma melhor degradacdo da fracdo
alifatica do combustivel marinho nas concentracdes de 3% e 5%.

e Das sete bactérias testadas em consoércio, a bactéria Bacillus sp. (P11A) se destacou
com maior efeito no potencial biotecnoldgico para degradacdo do 6leo MF-380.

e O consorcio, composto pela linhagem P11A e P11B1, mostrou-se melhor degradador
da fracdo alifatica do 6leo combustivel e melhor produtor de enzimas lipases.
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Anexo A - Ficha de Informacdo de Seguranca de Produto Quimico (FISPQ) do Oléo

Combustivel Maritmo MF-380.

Ficha de Informacao de Seguranca

OLEO COMBUSTIVEL MARITIMO MF -380 de
BR0361

Uso como combustivel maritimo.

PETROBRAS DISTRIBUIDORA S.A.

Rua Correa Vasques 250
20211-140 — Cidade Nova - Rio de Janeiro (RJ).
0800 78 9001 08000 24 44 33

Produto Quimico - FISPQ

proouto: OLEO COMBUSTIVEL MARITIMO MF - 380

Data: 04/09/2014 Ne FISPQ: BRO361Versio: 3 Anula e substitui versdo: todas anteriore s

1 - IDENTIFICACAO DO PRODUTO E DA EMPRESA

Nome do produto
Cddigo interno de identificacéo

Principais usos recomendados para
a substancia ou mistura:

Nome da empresa
Endereco

Telefone
Telefone para emergéncias

2 - IDENTIFICACAO DE PERIGOS

Classificacdo de perigo do produto:

Liquidos inflamaveis — Categoria 3

Corrosaolirritagédo a pele — Categoria 2

LesBes oculares gravesl/irritacdo ocular — Categoria
2B Carcinogenicidade — Categoria 2

Toxicidade para 6rgdos-alvo especificos — Exposicao Unica —
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Categoria 3 Perigo por aspiracdo — Categoria 2

- Sistema de classificagéo utilizado: Norma ABNT-NBR 14725-2:2009 — verséo corrigida 2:20 10.
Sistema Globalmente Harmonizado para a Classificacéo e
Rotulagem de Produtos Quimicos, ONU.
Outros perigos que nao resultam O aquecimento ou queima do produto pode liberar hidrocarbonetos

poliaromaticos, na forma de particulados ou va pores, e gases

em uma classificacao: L b
irritantes e toxicos.

ELEMENTOS APROPRIADOS DA ROTULAGEM

- Pictogramas ; é

- Palavra de adverténcia PERIGO

- Frases de perigo: Liquido e vapores altamente inflamaveis.

Provoca irritagdo a pele.
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Ficha de Informacéo de Seguranca
de Produto Quimico - FISPQ

proouto:. OLEO COMBUSTIVEL MARITIMO MF - 380

Data: 04/09/2014 Ne FISPQ: BRO0O361 Versdo: 3

Anula e substitui versao:

Pagina 2 de 13

todas anteriore s

Provoca irritagdo ocular grave.

Suspeito de provocar cancer.

Pode provocar irritagéo respiratoria.

Pode provocar sonoléncia e vertigem.

Pode ser fatal se ingerido e penetrar nas vias respiratorias.

- Frases de precaucéo: Mantenha afastado de calor, faiscas, chama aberta e superficies

quentes. Nao fume.

Use luvas de prote¢éo, roupa de protecéo, protecdo ocular e

protecéo facial.

Lave cuidadosamente as maos e o rosto ap0s o manuseio.

Evite inalar vapores ou névoas.

Utilize apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados.
EM CASO DE INGESTAOQ: Contate imediatamente um
CENTRO DE INFORMACAO ou um médico.

3 - COMPOSICAO E INFORMACOES SOBRE OS INGREDIENTES

>>>MISTURA

Nome quimico comum ou nome

técnico: .
Hidrocarbonetos.

Natureza quimica: Mistura de substancias de petréleo

Ingredientes que contribuam para
0 perigo:

Componente Concentracéo (%) CAS

Oleo combustivel tipo NA
1A 86,5— 95,5 (V/v)

Oleo diesel maritimo. 4,5-135 (Vviv) NA
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Ficha de Informacéo de Seguranca

de Produto Quimico - FISPQ

proouto: OLEO COMBUSTIVEL MARITIMO MF - 380 Pagina 3 de 13
Data: 04/09/2014 N° FISPQ: BRO361Versado: 3 Anula e substitui versdo: todas anteriore s
4 - MEDIDAS DE PRIMEIROS SOCORROS

Inalacéo:

Contato com a pele:

Contato com os olhos:

Ingestao:

Sintomas e efeitos mais importantes,
agudos ou tardios:

Notas para médico:

Remova a vitima para local arejado e mantenha-a em repouso.

Monitore a funcéo respiratoria. Se a vitima estiver respirando com
dificuldade, fornega oxigénio. Se necessar io aplique respiracao
artificial. Procure atencdo médica. Leve esta FISPQ.

Remova as roupas e sapatos contaminados. Lave a pele exposta
com grande quantidade de &gua, por pelo meno s 15 minutos.
Procure atencdo médica. Leve esta FISPQ.

Lave com &gua corrente por pelo menos 15 minutos, m antendo
as palpebras abertas. Retire lentes de contato quan do for o
caso. Procure aten¢do médica imediatamente. Leve esta FISPQ.

Lave a boca da vitima com agua em abundanci a. NAO
INDUZA O VOMITO. Procure atencéo médica. Leve esta
FISPQ.

Vermelhiddo e dor na pele. Tosse, dor de garganta e falta de ar.
Tontura, ndusea, dor de cabeca, confusdo menta |, perda da
consciéncia.

Evite contato com o produto ao socorrer a vitima. Mantenha a vitima
em repouso e aquecida. Nao forneca nada pela boca a uma pessoa
inconsciente. O tratamento sintomat ico deve compreender,
sobretudo, medidas de suporte como correcao de disturbios
hidroeletroliticos, metabdlicos, além de assisténcia respiratéria. Em
caso de contato com a pele e/ou com os olhos néo friccione as
partes atingidas.

5 - MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

Meios de extin¢ao:

Perigos especificos da mistura

ou substancia:

Medidas de protecao da equipe de

Apropriados: Compativel com espuma para hidrocarbonetos,
neblina d’agua, pé quimico e diéxido de carbono (CO2).

N&o recomendados: Agua diretamente sobre o liquido em
chamas.

Os vapores sdo mais densos que o ar e tendem a se
acumular em areas baixas ou confinadas, como bueiros, pordes,

etc. Podem deslocar-se por grandes distancias provocando
retrocesso da chama ou novos focos de incénd io tanto em
ambientes abertos como confinados. Os contéiner es podem
explodir se aquecidos. Quando aquecido pode liberar sulfeto de
hidrogénio.

Equipamento de protecao respiratéria do tipo autbnomo (SCBA) com
pressao positiva e vestuario protetor com pleto. Contéineres
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Ficha de Informacéo de Seguranca

de Produto Quimico - FISPQ

proouto: OLEO COMBUSTIVEL MARITIMO MF - 380 Pagina 4 de 13

Data: 04/09/2014 N° FISPQ: BRO361Versado: 3 Anula e substitui versdo: todas anteriore s

combate a incéndio

e tanques envolvidos no incéndio devem ser re sfriados com
neblina d’agua.

6 - MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO

Precaucdes pessoais

Para o pessoal que nao faz parte

dos servigos de emergéncia:

Para pessoal de servico

de emergéncia:

Precaucdes ao meio ambiente:

Métodos e materiais para contencao

e limpeza:

Diferencas na acdo de grandes

€ pequenos vazamentos:

7 - MANUSEIO E ARMAZENAMENTO

Produto inflamével. Remova todas as fontes de ignicdo. Impeca
fagulhas ou chamas. N&o fume. Nao toque nos recipientes
danificados ou no material derramado sem o uso de vestimentas
adequadas. Evite inalacdo e contato com os olhos e com a pele.
Utilize equipamento de protecdo individual conforme descrito na
secéo 8

Utilizar EPI completo, com luvas de protecdo de PVC, calgcado de
seguranca e vestimenta de seguranca para protecéo de todo o corpo
contra respingos de produtos quimicos. O material utilizado deve ser
impermeéavel. Em caso de grandes vazamentos , onde a exposi¢ao é
grande, recomenda-se o uso de mascara d e protecdo com filtro
contra vapores ou hévoas.

N&o descarte diretamente no meio ambiente ou na rede de esgoto. A
agua de diluicdo proveniente do co mbate ao fogo pode causar
poluicéo.

Colete o produto derramado e coloque em recipiente de emergéncia,
devidamente etiquetado e bem fechado. A dsorva o produto
remanescente, com areia seca, terra, vermiculite, ou qualquer outro
material inerte. Coloque o material adsorvido em recipientes
apropriados e remova-os para local seguro. A agua

de diluicdo proveniente do combate ao fogo pode causar
poluicdo. N&o descarte diretamente no meio am biente ou na
rede de esgoto.

Nao ha distincdo entre as acdes de grandes e pequen o0s
vazamentos para este produto.

MEDIDAS TECNICAS APROPRIADAS PARA O MANUSEIO

Precaucdes para manuseio seguro:

Manuseie em uma area ventilada ou com sistema geral de
ventilagdo/exaustdo local. Evite formacdo de vap ores ou névoas.

Evite exposicdo ao produto. Evite contato com materiais
incompativeis. Utilize equipamento de protecdo individual conforme
descrito na sec¢éo 8.
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Ficha de Informacéo de Seguranca

de Produto Quimico - FISPQ

proouto: OLEO COMBUSTIVEL MARITIMO MF - 380 pagina 5 de 13

Data: 04/09/2014 N° FISPQ: BRO361Versado: 3 Anula e substitui versdo: todas anteriore s

- Medidas de higiene:

Condi¢des para armazenamento seguro,

Prevencédo de incéndio e exploséo:

Condi¢des adequadas:

MATERIAIS PARA EMBALAGENS:

N&o coma, beba ou fume durante o manuseio do produt o. Lave bem
as maos antes de comer, beber, fumar ou ir ao banheiro.

Roupas contaminadas devem ser trocadas e lavadas antes de
sua reutilizacao.

incluindo qual quer incompatibilidade

Mantenha afastado do calor, faisca, chama aberta e superficies
guentes. — N&o fume. Mantenha o recipiente hermet icamente
fechado. Aterre o vaso contentor e o receptor do produto durante
transferéncias. Utilize apenas ferramen tas anti-faiscante. Evite o
acumulo de cargas eletrostaticas. Uti lize equipamento elétrico, de
ventilacdo e de iluminacéo a prova de exploséo.

O local de armazenamento deve conter bacia de contencdo para
reter o produto, em caso de vazamento. Mantenha os

recipientes bem fechados e devidamente identificados. O local
de armazenamento deve ter piso impermeével, isento de
materiais combustiveis e com dique de contengdo para reter em
caso de vazamento. Especificacdes de engenharia devem atender
regulamentagdes locais.

N&o especificado.

8 - CONTROLE DE EXPOSICAO E PROTECAO INDIVIDUAL

Parametros de controle:

- Limites de exposicdo ocupacional :

Indicadores biolégicos:

Medidas de controle de engenharia:

Medidas de protecédo pessoal

- Protecéo dos olhos:

- Protecéo da pele e corpo:

Ingredientes TLV-TWA TLV — STEL
(ACGIH) (ACGIH)
0,2 mg/m 3 NA
N&o Estabelecidos.
Promova ventilacido mecénica e sistema de exaustéo d ireta para o

meio exterior. Estas medidas auxiliam na reducdo da exposicdo ao
produto. Manter as concentragdes atmosféricas, dos constituintes
do produto, abaixo dos limites de  exposicdo ocupacional
indicados.

Oculos de protecéo ou protetor facial contra respin gos.

Luvas de protecdo de PVC. Vestimenta protetora adequada.
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Ficha de Informacéo de Seguranca

de Produto Quimico - FISPQ

probuto: OLEO COMBUSTIVEL MARITIMO MF - 380

N° FISPQ: BRO361versido: 3

Data: 04/09/2014

Péagina 6 de 13

Anula e substitui versdo: todas anteriore s

Protecéo respiratdria

Perigos térmicos:

Recomenda-se a utilizacdo de respirador com filtro para vapores
orgéanicos para exposicdes médias acima da met ade do TLV-TWA.
Nos casos em que a exposicdo exceda 3 vezes o valor TLV-TWA,
utilize respirador do tipo autbnomo (SCBA) com suprimento de ar, de
peca facial inteira, operado em modo de presséo positiva.

Siga orientacdo do Programa de Prevencao Respiratéria (PPR), 32 ed.
S&o Paulo: Fundacentro, 2002.

N&o apresenta perigos térmicos.

9 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Aspecto (estado fisico, forma e cor):
Odor e limite de odor:
pH:

Ponto de fuséo/ponto de
congelamento:

Ponto de ebulicdo inicial e faixa de
temperatura de ebuli¢éo:

Ponto de fulgor:
Taxa de evaporacao:
Inflamabilidade (s6lido, géas)::

Limite inferior/superior de
inflamabilidade ou explosividade:

Presséo de vapor:

Liquido viscoso escuro.
Caracteristico de hidrocarbonetos.
N&o aplicavel

Informacéo referente ao:
- Oleo combustivel Al: < 30°C

- Oleo diesel maritimo: -40° a 6°C

Informacéo referente ao:
- Oleo combustivel Al: 121 — 600°C
- Oleo diesel maritimo: 150 — 471°C

60°C (Método: vaso fechado).
Muito lenta.
Nao aplicavel

Informacéo referente ao:

- Oleo combustivel Al:

Superior: 6%

Inferior: 1%

Informacéo referente ao:

- Oleo combustivel Al :
0,02 - 0,791 kPa a 120°C
0,063 - 0,861 kPa a 150°C
- Oleo diesel maritimo:
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Densidade de vapor:
Densidade relativa:
Solubilidade:

Coeficiente de particédo —
n-octanol/agua:

Temperatura de auto-ignicao:

Temperatura de decomposicéo:
Viscosidade:

Outras informacgdes:

10- ESTABILIDADE E REATIVIDADE

Estabilidade e reatividade:

Possibilidade de reacGes perigosas:

Condicdes a serem evitadas

Materiais incompativeis:

Produtos perigosos da decomposicéo:

11 - INFORMACOES TOXICOLOGICAS

0,4 kPa a 40°C
N&o disponivel

N&o disponivel
InsolGvel em agua.
Informacéo referente ao:

- Oleo combustivel Al : Log kow: 3,9 — 6,0 (valor estimado)
- Oleo diesel maritimo : Log kow 7,22 (valor estimado)

Informacéo referente ao:
- Oleo combustivel Al: 250 — 537°C

- Oleo diesel maritimo: = 225°C

N&o disponivel.
380 Cst @ 50 °C, Método: MB 293

Densidade: 0,991 max.

Parte volatil: Desprezivel.

Estavel sob condi¢gbes usuais de manuseio e a rmazenamento.

N&o sofre polimerizacgéo.
Risco de incéndio em caso de aquecimento.

Temperaturas elevadas. Fontes de ignicdo e contato com

materiais incompativeis.

Agentes oxidantes fortes e oxigénio concentrado.

O aquecimento ou queima do produto pode liberar hidrocarbonetos
poliarométicos, na forma de va pores. Quando aquecido pode liberar
sulfeto de hidrogénio.
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Toxicidade aguda:

Corrosaolirritagdo a pele:

LesOes oculares graves/

irritacdo ocular:

Sensibilizacao respiratdria ou a pele:

Mutagenicidade em células
germinativas:

Carcinogenicidade:

Toxicidade a reproducéo:

Toxicidade para 6rgaos-alvo

especificos — exposic¢ao Unica:

oxicidade para 6rgaos-alvo

especificos — exposicao repetida:

Perigo por aspiracao:

N&o é esperado que o produto apresente toxicidade a guda.

Informacéo referente ao:

- Oleo combustivel tipo 1A:

DL50

(oral, ratos): > 5000 mg/kg

DL50

(dérmica, coelhos): > 3000 mg/kg

Causa irritacé@o a pele com vermelhiddo e dor no loc al atingido.

Pode causar irritacdo aos olhos com vermelhidao.

N&o é esperado que o produto provoque sensibilizagdo respiratoria
ou a pele.

N&o é esperado que o produto apresente mutagenicidade em
células germinativas.

Pode provocar cancer.

Informagdes referentes ao:
- Oleo combustivel tipo 1A:
Possivel carcin6geno humano (Grupo 2B - IARC).

- Oleo combustivel maritimo:
Suspeito carcinbgeno humano.

N&o é esperado que o produto apresente toxicidade a reproducéo.

O produto pode causar irritacdo das vias aéreas superiores se
inalado causando tosse, dor de garganta e falta de ar. Como
depressor do sistema nervoso central, pode causar efeitos narcéticos
como dor de cabeca, tontura e sonoléncia. Pode causar confuséo
mental e perda da consciéncia na exposi¢éo a altas concentracoes.

Pode causar dermatite apos contato repetido e prolongado com
a pele.
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12 - INFORMAQGES ECOLOGICAS

Efeitos ambientais,
comportamentos e impactos do
produto

Ecotoxicidade:

Persisténcia e degradabilidade:

Potencial bioacumulativo:

Mobilidade no solo:

Outros efeitos adversos:

13 - CONSIDERACOES SOBRE
TRATAMENTO E DISPOSICAO

Métodos recomendados para

tratamento e disposicédo a plicados:

- Produto:

- Restos de produtos:
Embalagem usada:

Nao é esperado que o produto apresente ecotoxicidad e.
E esperada baixa degradacéo e alta persisténcia.

E esperado potencial de bioacumulagdo em organismos

aquaticos.

Informacao referente ao: -
Oleo combustivel tipo 1A:

Log kow: 3,9 — 6,0 (dado estimado).

- Oleo combustivel maritimo:
Log kow 7,22 (dado estimado).

Nao determinada.

Em caso de grandes derramamentos o produto pode ser perigoso
para o meio ambiente devido a possivel formagéo de uma pelicula do
produto na superficie da agu a diminuindo os niveis de oxigénio
dissolvido.

Deve ser eliminado como residuo perigoso de acordo com a avaliados
especificamente para cada produto. Devem serconsultadas
legislacbes federais, estaduais e m unicipais, dentre estas: Lei
n°12.305, de 02 de agosto de 2010 (Polit ica Nacional de Residuos
Solidos).

Manter restos do produto em suas embalagens originais, fechadas e
dentro de tambores metalicos, devi damente fechados, de acordo com
a legislacdo aplicavel. O d escarte deve ser realizado conforme o
estabelecido para o produto, recomendando-se as rotas de
processamento em cimenteiras e a incineragao.

Nunca reutilize embalagens vazias, pois elas podem conter restos do
produto e devem ser mantidas fechadas e
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encaminhadas para serem destruidas em local apropriado. Neste
caso, recomenda-se envio para rotas de recuperacdo dos tambores

ou incineracao.

14- INFORMAGOES SOBRE O TRANSPORTE

Regulamentac¢fes nacionais e internacionais

Terrestre

N° ONU:

Nome apropriado para o embarque:

Classe de risco/ subclasse de risco

principal:

Classe de risco/ subclasse de risco
subsidiario:
NuUmero de risco

Grupo de embalagem:

Hidroviario

Numero ONU
Nome apropriado para embarque:

Classe de risco/ subclasse de risco
principal:

Classe de risco/ subclasse de risco
subsidiario:

Resolucdo n° 420 de 12 de Fevereiro de 2004
Nacional de Transportes Terrestres (ANTT), Aprova as
Instrucdes Complementares ao Regulamento do Transporte
Terrestre de Produtos Perigosos e suas modificagdes .

1268

DESTILADOS DE PETROLEO, N.E.

NA

30

DPC - Diretoria de Portos e Costas (Transporte em aguas
brasileiras)

Normas de Autoridade Maritima (NORMAM)

NORMAM 01/DPC: Embarcacdes Empregadas na Navegaca o em
Mar Aberto

NORMAM 02/DPC: Embarcac8es Empregadas na Navegaca o
Interior

IMO — —International Maritime Organization|| (Organizacéo

Maritima Internacional)

International Maritime Dangerous Goods Code (IMDG Code).
1268

PETROLEUM DISTILLATES, N.O.S.

3

NA

da Agéncia
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Grupo de embalagem:
EmS:

Perigo ao meio ambiente:
Aéreo

Numero ONU:
Nome apropriado para embarque:

Classe de risco/ subclasse de risco
principal:

Classe de risco/ subclasse de risco
subsidiario:

Grupo de embalagem:

15- REGULAMENTAGCOES

Regulamentac¢des:

16 - OUTRAS INFORMACOES

F-E, S-E
O produto nao é considerado poluente marinho.

ANAC - Agéncia Nacional de Aviacdo Civil — Resolugcdon©129
de 8 de dezembro de 2009.

RBAC N°175 — (REGULAMENTO BRASILEIRO DAAVIACAO
CIVIL) - TRANSPORTE DE ARTIGOS PERIGOSOS EM
AERONAVES CIVIS.

IS N° 175-001 — INSTRUCAO SUPLEMENTAR - IS

ICAO — —International Civil Aviation Organization||

(Organizacéo da Aviacao Civil Internacional) — Doc 9284-
NA/905

IATA - —International Air Transport Association|| (Associacdo

Internacional de Transporte Aéreo)
Dangerous Goods Regulation (DGR).
1268

PETROLEUM DISTILLATES, N.O.S.

3

Decreto Federal n® 2.657, de 3 de julho de 1998
Norma ABNT-NBR 14725:2012.

Lei n°12.305, de 02 de agosto de 2010 (Poli tica
Residuos Sdlidos).

Decreto n°® 7.404, de 23 de dezembro de 2010.

Portaria n° 229, de 24 de maio de 2011 — Altera a Norma
Regulamentadora n° 26.

Nacional de
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Esta FISPQ foi elaborada com base nos atuais conhecimentos sobre o manuseio apropriado do produto sob as
condi¢cdes normais de uso, de acordo com a aplicacdo especificada na embalagem. Qualquer outra forma de
utilizacdo do produto que envolva a sua combinacdo com outros materiais, além de formas de uso diversas
daquelas indicadas, séo de responsabilidade do usua rio.

Adverte-se que o0 manuseio de qualquer substan cia quimica requer o conhecimento prévio de seu
perigos pelo usuario. No local de trabalho cabe a e mpresa usuéaria do produto promover o treinamento de  seus
empregados e contratados quanto aos possiveis riscos advindos da exposi¢édo ao produto quimico.

Siglas:

ACGIH - American Conference of Governmental Industrial Hygienists
BCF — Bioconcentration Factor

CAS - Chemical Abstracts Service

CLsg - Concentracéo letal 50%

LEI - Limite de explosividade inferior

LES - Limite de explosividade superior

NIOSH — National Institute for Occupational Safety and Health
OSHA — Occupational Safety & Health Administration

PEL — Permissible Exposure Limit

REL — Recommended Exposure Limit

TLV - Threshold Limit Value

TWA - Time Weighted Average
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