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RESUMO 

 

A contaminação de solos e águas subterrâneas com hidrocarbonetos de petróleo tem sido objeto de 

muita preocupação nas ultimas décadas. E embora as indústrias petrolíferas ocupem um grande 

espaço na mídia com os grandes vazamentos acidentais, os postos de combustíveis em situação 

irregular demonstram na maioria das vezes uma contaminação silenciosa e que quando descobertos 

já ocasionaram um dano ambiental de grande extensão. Essas condições somadas a banalização 

dos procedimentos operacionais em instalações e a implementação tardia de uma 

legislação ambiental específica, fazem com que os pequenos e contínuos vazamentos 

apresentem elevados potenciais poluidores, colocando os postos de combustíveis na lista dos 

responsáveis pelo maior número de áreas contaminadas. 

Desta forma, tornam-se necessárias alternativas para mitigar esses impactos ambientais, 

sociais e econômicos e as técnicas de biorremediação surgem como uma solução de baixo 

custo, eficiência e viabilidade. Estas técnicas se baseiam na utilização de micro-

organismos com potencial de biodegradar compostos, sendo práticas ambientalmente 

corretas e sustentáveis. Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma formulação 

comercial utilizando micro-organismos isolados do solo contaminado com hidrocarbonetos 

e comparar a aplicação desta formulação aos tratamentos de atenuação natural e 

bioestimulação. Para isso, 34 micro-organismos foram isolados de solo contaminado 

removidos de postos de combustíveis. Para avaliar a capacidade de biodegradação destes 

isolados, os mesmos foram submetidos a um teste prévio com indicador redox TTC, onde 

24 foram positivos e então identificados através do sequenciamento do 16 S rRNA. O 

sequenciamento identificou 12 P. aeruginosa (99% de similaridade), três P. mendocina 

(99% de similaridade), uma P. pseudoalcaligenes (99% de similaridade) uma P. putida 

(97% de similaridade), uma P. stutzeri (99% de similaridade), três B. cereus (99% de 

similaridade), dois B. subtilis (99% de similaridade) e uma A. calcoaceticus (99% de 

similaridade). Os isolados identificados como P. aeruginosa não foram utilizados devido a 

sua patogenicidade, os demais foram submetidos a produção de biossurfactantes através da 

avaliação do índice de emulsificação, onde ambos tiveram uma IE entre 20 e 30%. Após os 

testes iniciais, cinco micro-organismos foram selecionados para compor o primeiro 

consórcio a ser utilizado no experimento de bioaumentação (P. mendocina (BPB 1.6), B. 

cereus (BPB 1.15), A. calcoaceticus (BPB 1.22), B. subtilis (BPB 1.13) e B. cereus (BPB 
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1.26). Para os experimentos foram montados os tratamentos de atenuação natural, 

bioaumentação/bioestimulação e bioestimulação, utilizado 300 g de um solo contaminado 

removido de um posto de combustível, o qual apresentou uma contaminação inicial de 

134,49 mg Kg
-1

 de solo. Ao final do experimento (60 dias), os tratamentos mostraram uma 

redução de 84% para o tratamento de atenuação natural, 90% para o tratamento de 

bioaumentação/bioestimulação e 91% para o tratamento de bioestimulação.  Após estes 

resultados um novo experimento foi montado em grande escala, utilizando 300 Kg de solo 

contaminado, onde os tratamentos de atenuação natural, bioaumentação/bioestimulação e 

bioestimulação foram monitorados com e sem a injeção de ar.  O consórcio utilizado foi 

produzido em escala industrial (100 L) e composto por quatro micro-organismos, P. 

mendocina (BPB 1.8), B. cereus (BPB 1.20), B. cereus (BPB 1.26), B. sphaericus (BPB 

1.35). A degradação dos contaminantes foram analisadas nas diferentes frações:  C8–C11, 

C11–C14, C14–C20 e C20–C40, por cromatografia gasosa. Os resultados mostraram que o 

tratamento de atenuação natural  com aeração reduziu 98% dos contaminantes. Já o 

tratamento de bioestimulação não obteve redução, tanto com a aplicação de ar quanto sem, 

e o tratamento de bioaumentação/biestimualação sem ar obteve uma redução de 85%. Para 

estes tratamento também foram monitorados a produção de CO2, o qual não obteve 

diferenças significativas entre os tratamentos, assim como  a  eletroforese em gel de 

gradiente desnaturante.   
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ABSTRACT 

 

Contamination of soil and groundwater with petroleum hydrocarbons has been the subject 

of much concern in recent decades. And although oil industries occupy a large space in the 

media with large accidental spills, gas stations illegally staying show in most cases a silent 

contamination and when discovered already caused environmental damage of large extent. 

These conditions added the trivialization of operational procedures in facilities and the late 

implementation of a specific environmental legislation, make small continuous leaks and 

show high potential polluters, putting the gas stations in the list of the highest number of 

contaminated sites. 

Thus become necessary alternatives to mitigate these environmental, social and economic 

impacts and bioremediation techniques emerge as a low-cost solution, efficiency and 

viability. These techniques based on the use of microorganisms with potential to 

biodegrade compounds, being environmentally friendly and sustainable practices. 

Therefore, the objective of this study was to develop a commercial formulation using 

isolated from soil microorganisms contaminated with hydrocarbons and compare the 

application of this formulation to natural attenuation and biostimulation treatments. For 

this, 34 microorganisms were isolated from contaminated soil removed from gas stations. 

To evaluate the biodegradability of these isolates, they were subjected to a pretest with 

TTC redox indicator, where positive and 24 were then identified through the sequencing of 

the 16 S rRNA. The sequencing identified 12 P. aeruginosa (99% similarity), three P. 

mendocina (99% similarity), one P. pseudoalcaligenes (99% similarity), one P. putida 

(97% similarity), one P. stutzeri (99% similarity) three B. cereus (99% similarity), two B. 

subtilis (99% similarity) and one A. calcoaceticus (99% similarity). The isolates identified 

as P. aeruginosa were not used because of their pathogenicity, others were submitted to 

biosurfactant production by assessing the emulsification index, which both had a IE 

between 20 and 30%. After initial testing, five micro-organisms were selected to compose 

the first consortium to be used in bioaugmentation experiment (P. mendocina (BPB 1.6), 

B. cereus (BPB 1.15), A. calcoaceticus (BPB 1:2) B. subtilis (BPB 1.13) and B. cereus 

(BPB 1.26). For the experiments were mounted the natural attenuation treatments, 

bioaugmentation / biostimulation and biostimulation, used 300 g of contaminated soil 
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removed from a gas station, which presented an initial contamination of 134.49 mg kg
-1

 

soil. At the end of the experiment (60 days), the treatments showed a 84% reduction for the 

treatment of natural attenuation, 90% for the biostimulation treatment, bioaugmentation/ 

and 91% for the biostimulation treatment. After these results a new experiment was 

conducted on a large scale, using 300 kg of contaminated soil, where treatments of natural 

attenuation, bioaugmentation / biostimulation and biostimulation were monitored with and 

without the injection of air. The consortium used was produced on an industrial scale (100 

L) and consists of four micro-organisms, P. mendocina (BPB 1.8), B. cereus (BPB 1.20), 

B. cereus (BPB 1.26), B. sphaericus (BPB 1.35). The degradation of contaminants in 

different fractions was analyzed: C8–C11, C11–C14, C14–C20 and C20–C40, by gas 

chromatography. The results showed that treatment of natural attenuation with aeration 

reduced 98% of contaminants. Already the biostimulation treatment did not obtain 

reductions both with air and with no application, and treatment of bioaugmentation / 

biestimualação with no air obtained a reduction of 85%. For these treatment were also 

monitored the production of CO2, which did not have significant differences between 

treatments, as well as electrophoresis in denaturing gradient gel. 
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1.1. Contaminação dos solos 

 

A contaminação dos solos e águas subterrâneas por hidrocarbonetos decorrentes de 

grandes e pequenos vazamentos levam a alterações significativas do ambiente e são 

acompanhadas pelo crescimento do uso dos recursos naturais e pela preocupação com a 

integridade e a recuperação dos ambientes degradados (Cerqueira et al., 2011). Estas 

contaminações não se limitam apenas a exploração do petróleo, mas sim às etapas de 

extração, refino, transporte, armazenamento e distribuição do mesmo e de seus derivados 

(Das e Chandran, 2011).   

Segundo dados da Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis 

(ANP, 2013), o número de postos revendedores de combustíveis no Brasil é 38.893, sendo 

7.944 na região Sul. Na região Sudeste, na qual está inserido o estado de São Paulo esse 

número chega a 15.779 postos de revenda.  

A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental de São Paulo (CETESB, 

2015a) mantém uma lista atualizada da evolução das áreas contaminadas no estado, as 

quais passaram de 3.675 em 2010 para 4.771 em 2013, sendo que 75% da contaminação 

destas áreas é responsabilidade dos postos de combustíveis.  

Como observado no levantamento da CETESB (2015a), os postos de combustíveis 

ainda permanecem na lista dos responsáveis pelo maior número de áreas contaminadas 

naquele estado, mesmo as indústrias petrolíferas ocupando um espaço de destaque devido 

aos grandes vazamentos acidentais. A banalização dos procedimentos operacionais em 

instalações associada a implementação tardia de uma legislação ambiental específica, 

fazem com que os pequenos e contínuos vazamentos muitas vezes despercebidos 

apresentem elevados potenciais poluidores (Coutinho e Gomes, 2006). A dimensão da 
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contaminação vai depender do tamanho do vazamento e do tipo de solo onde o posto está 

instalado. Estes vazamentos podem trazer graves riscos à saúde pública, principalmente em 

áreas urbanas, já que estes contaminantes são considerados substâncias perigosas por 

serem depressores do sistema nervoso central e por causarem leucemia em exposições 

prolongadas (Banks e Schultz, 2005; Teng et al., 2013).  

No estado do Rio Grande do Sul, segundo a Fundação Estadual de Proteção 

Ambiental (FEPAM, 2015), muitos postos de abastecimento ainda apresentam 

irregularidades em pisos, áreas de bombas, áreas de lavagens e caixa separadora de óleo, 

além do armazenamento inadequado de estopas sujas. Porém, a mais grave de todas as 

irregularidades se refere as condições estruturais dos tanques, os quais podem apresentar 

problemas como corrosão, instalação inadequada e a passagem do produto para o solo 

(Almeida et al., 2007).  

Estes eventos podem resultar em contaminações superficiais quando ocorrem junto 

às bombas e bocais de enchimentos dos reservatórios de armazenamento, ou em 

contaminações mais profundas quando ocorre pelos vazamentos em tanques e tubulações 

subterrâneas, os quais são percebidos após o afloramento do produto em galerias de esgoto, 

redes de drenagem de águas pluviais, no subsolo de edifícios, em túneis, escavações e 

poços de abastecimento d'água, razão pela qual as ações emergenciais necessárias durante 

o atendimento a essas situações requerem a participação de diversos órgãos públicos, além 

do envolvimento do agente poluidor e suas respectivas subcontratadas. 

Além das condições inadequadas dos postos de combustíveis existe também a 

questão que envolve o transporte. No estado do Rio Grande do Sul, segundo a FEPAM 

(2014), foram registrados entre os anos de 2000 a 2014, 157 acidentes relacionados ao 

transporte de cargas perigosas com produtos químicos de diversas origens; destes, 43% 
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estavam relacionados ao derramamento de combustíveis, seja de origem fóssil ou 

renovável. Esses acidentes ocorreram em ferrovias e rodovias, as quais representam 90%, 

sendo o solo o ambiente mais impactado. 

Qualquer descuido relacionado aos itens citados pode trazer graves problemas de 

contaminação, os quais serão agravados dependendo das características do solo, 

ocasionando uma contaminação superficial, ou atingindo o lençol freático, que por 

consequência pode vir a atingir poços utilizados para o abastecimento da população 

(CETESB, 2015a). 

A fim de minimizar alguns destes problemas, medidas de segurança se tornaram 

obrigatórias. A Associação Brasileira de Normas Técnicas, ABNT NBR (2013), através da 

NBR 13785:2003 substituída pela NBR 16161:2013, trata por exemplo, do 

“Armazenamento de líquidos inflamáveis e combustíveis, tanque metálico subterrâneo, 

especificação de fabricação e modulação”, estabelece a fabricação de tanques com 

tecnologia de ponta, com parede dupla, sendo uma de aço carbono e outra laminada em 

fibra, o que além de proteger contra corrosão possibilita a instalação do sensor para 

detecção de possíveis vazamentos e válvulas anti transbordamento. Tubulações 

subterrâneas flexíveis e não metálicas; pista de abastecimento coberta e em concreto 

armado e sistema de drenagem e de tratamento de efluentes estão dentre as normativas da 

Companhia Ambiental do Estado de São Paulo (CETESB, 2015a) para instalação segura 

de postos de combustíveis. 

  

1.2. Legislação ambiental 

 

A contaminação ambiental por derivados de petróleo é uma preocupação mundial, 
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não apenas pelo fato da amplitude do impacto gerado no meio ambiente, mas também 

pelos danos à saúde humana por apresentarem efeitos carcinogênicos (Santos, 2009). Os 

postos de combustíveis são apontados como uma das principais fontes que acarretam danos 

ao meio ambiente, devido a fatores como a quantidade de postos revendedores, os volumes 

estocados em tanques subterrâneos, com muitos anos de uso, e a falta de apropriada 

fiscalização (Santos, 2009; Tiburtius, et al., 2004). Esse quadro ainda é agravado pelo fato 

de que na maioria das vezes os vazamentos somente são observados após já terem gerado 

efeitos danosos ao solo. 

De acordo com a CETESB (2015a), responsável pelo licenciamento ambiental no 

estado de São Paulo, após a promulgação da Resolução CONAMA n° 273, de novembro 

de 2000, a qual considera que: “toda instalação e sistemas de armazenamento de derivados 

de petróleo e outros combustíveis, configuram como empreendimentos potencialmente ou 

parcialmente poluidores e geradores de acidentes ambientais”, houve um aumento no 

número de áreas contaminadas, isso devido a ação rotineira de fiscalização.  

No município de Porto Alegre, desde 1996, por ação do Decreto Municipal n° 

11.423, é exigida licença ambiental para instalação e operação de quaisquer 

estabelecimentos que pratiquem o armazenamento de combustíveis em tanques 

subterrâneos, vindo a ganhar mais subsídio com a Portaria n° 16 de maio de 2010 da 

FEPAM, que dispõe sobre a destinação adequada de resíduos classe I com características 

de inflamabilidade no solo, determina o encaminhamento desses resíduos, dentre eles o 

solo contaminado com combustíveis, a unidades licenciadas de tratamento e não mais a 

sistemas de destinação final de resíduos denominados “aterro de resíduos classe I”.  

Além destas legislações, a Resolução CONAMA n° 420 de 28 de dezembro de 

2009, primeira regulamentação Federal sobre gerenciamento de áreas contaminadas, é a 
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base de referencia para a remediação, e assim como o Manual de Gerenciamento de áreas 

contaminadas da CETESB (2015b), define alguns conceitos importantes para intervenção e 

monitoramento das áreas contaminadas: Valores Orientadores: são concentrações de 

substâncias químicas que fornecem orientação sobre a qualidade e as alterações do solo e 

da água subterrânea; Valores de Referência de Qualidade-VRQ: é a concentração de 

determinada substância que define a qualidade natural do solo, sendo determinado com 

base em interpretação estatística de análises físico-químicas de amostras de diversos tipos 

de solos; Valores de Prevenção-VP: é a concentração de valor limite de determinada 

substância no solo, tal que ele seja capaz de sustentar as suas funções principais; Valor de 

Investigação-VI: é a concentração de determinada substância no solo ou na água 

subterrânea acima da qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, à saúde humana, 

considerando um cenário de exposição padronizado 

A Resolução CONAMA n° 420, além desses conceitos ainda estabelece parâmetros 

de prevenção e investigação para solos e águas subterrâneas de áreas contaminadas, os 

quais seguem os mesmos utilizados pela Lista Holandesa e pela CETESB, conforme 

apresentado na Tabela 1.  

Tabela 1: Valores de prevenção e investigação para solos e de investigação para águas 

subterrâneas. 

Substâncias  Água subterrânea

Prevenção Investigação

Agrícola Residencial Industrial  (μg L-1)

Benzeno 0,03 0,06 0,08 0,15 5

Tolueno 0,14 30 30 75 700

Xilenos 0,13 25 30 70 500

Etilbenzeno 6,2 35 40 95 300

Solo (mg. Kg -1 )

Investigação

 

Fonte: adaptado da Resolução CONAMA nº 420 
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1.3. Contaminação por derivados de petróleo  

 

1.3.1. Hidrocarbonetos Alifáticos e Aromáticos 

 

Os hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos podem ser agrupados em classes 

principais, baseadas na composição molecular: aromáticos, alcanos, alcenos e cicloalcanos 

(API, 2001), Figura 1. 

 

 

 

Figura 1: Classificação dos hidrocarbonetos. Fonte: adaptado de API, 2001. 

 

 Os compostos aromáticos possuem anéis benzênicos em suas estruturas e 

compreendem os hidrocarbonetos monoaromáticos voláteis, como, benzeno, tolueno, 

etilbenzeno e isômeros de xilenos (BTEX) e os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPA), como os nafteno-aromáticos (Killops e Killops, 2005; Zhu et al., 2001). Estão 

presentes em praticamente todos os tipos de petróleo, embora em pequenas quantidades na 

maioria deles (Arambarri et al., 2004). Como constituídos somente por átomos de carbono 

e hidrogênio, apresentam baixíssima solubilidade em água e forte tendência a sorção das 
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partículas orgânicas e minerais do solo e dos sedimentos, o que dificulta sua 

biodegradação. Apresentam maior toxicidade e estão associados a efeitos crônicos e 

carcinogênicos em homens e animais (Khan et al., 2004; Vollhardt e Schore, 2004; 

Balachandran et al., 2012). 

 Os hidrocarbonetos com dois ou mais anéis aromáticos são denominados de 

Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPA), também classificados como Poluentes 

Orgânicos Persistentes (POP) e segundo a United States Environmental Protection Agency 

US EPA (2004), apenas 16 HPAs são considerados prioritários em função de sua 

importância industrial, ambiental e toxicológica e estão apresentados na Tabela 2.   

Tabela 2: HPAs considerados prioritários. 

HPAs   IARC EPA ABNT 

          

Fluoreno 

 

3 P NM 

Fenantreno 

 

3 P NM 

Antraceno 

 

3 P NM 

Metilfenantrenos + 

Metilantracenos 

 

3 P NM 

Pireno 

 

3 P NM 

Fluoranteno 

 

3 P CP 

Benzo [a] antraceno 

 

2A P CP 

Criseno 

 

3 P CP 

Benzo [b] fluoranteno 

 

2B P CP 

Benzo [k] fluoranteno 

 

2B P NM 

Benzo [e] pireno 

 

3 P NM 

Benzo [a] pireno 

 

2A P CP 

Indenol [1,2,3-c,d] pireno 

 

2B PP CP 

Dibenzo [a,h]antraceno 

 

2A P CP 

Benzo [g,h,i] perileno 

 

3 P NM 

Coroneno   3 P NM 

IARC – International Agency for Research on Cancer : 2 A: Provável carcinogênico para 

humanos; 2 B: Provável carcinogênico para humanos, limitadas evidências; 3: Não é 

carcinogênico para humanos.  

EPA – Environmental Protection Agency: P: Prioritário.  

ABNT – Associação Brasileira de Normas Técnicas: NM: Não Mencionado; CP: Confere 

Periculosidade.  
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Os alcanos (parafinas ou alifáticos saturados) são hidrocarbonetos de cadeias 

normais e ramificadas compreendem a maior fração da maioria dos petróleos. São 

incolores, relativamente inodoros e pouco reativos. A toxicidade geralmente é baixa e são 

facilmente biodegradados (Balba et al., 1998). Possuem cadeia de 1 a 40 carbonos, e são 

normalmente os constituintes mais abundantes em óleos crus. Fazem parte deste grupo de 

hidrocarbonetos os isoprenóides, formados por unidades repetidas de C5 (isopreno), e as 

suas formas mais comumente encontradas são C19 (pristano) e C20 (fitano). Os alcenos 

(olefinas) são hidrocarbonetos de cadeia aberta, similar aos alcanos diferindo apenas pela 

presença de ligação dupla entre os átomos de carbono. Geralmente estão ausentes ou 

aparecem em pequenas quantidades no petróleo, mas são abundantes em produtos de refino 

como a gasolina. Já os cicloalcanos (naftas) são hidrocarbonetos de cadeias fechadas 

(cíclicas) e saturadas. Compreendem a segunda maior fração da maioria dos petróleos. 

(Balba et al., 1998; Killops e Killops, 2005).  

 

1.3.2. Hidrocarbonetos Totais de Petróleo 

 

Os hidrocarbonetos totais de petróleo (TPH) são compostos orgânicos constituídos 

por hidrogênio e carbono (Russell, 1994), os quais compõem uma mistura complexa 

formadora do petróleo cru  (API, 2001; Zhu et al., 2001), além de centenas de compostos 

químicos originados do refino do mesmo (Patnaik, 1996).   

Eles estão divididos em grupos, de acordo com o tamanho de suas cadeias de 

carbono. O TPH-GRO (Gasoline Range Organics) que compreende os compostos com 

cadeias de carbono entre C5-C10, como exemplo, a gasolina, o TPH-DRO (Diesel Range 

Organics), que compreende os compostos com cadeias de carbono na faixa do óleo diesel 
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C11-C28 e o TPH-ORO (Oil Range Organics), que compreende os compostos com cadeias 

de carbono na faixa do óleo lubrificante, C20-C36. (API, 2001; Phase Separation Sciencie 

Inc., 2008). 

 Conforme descrito por Xie et al. (1999), o TPH é um dos mais importantes e 

aceitos parâmetros de avaliação de uma contaminação proveniente de vazamento de 

petróleo e derivados. No entanto as análises não identificam alguns componentes das 

amostras, elas são detectadas em cromatogramas com uma elevação na linha de base. 

Alguns autores a chamam de “mistura complexa não resolvida (MCNR)”, também 

conhecida como UCM (Unresolved Complex Misture), (Marchal et al., 2003; Brengnard et 

al.,1996 ; Mariano et al., 2008).  

 Conforme observado por alguns autores a maior parte das MCNR são compostas 

por hidrocarbonetos alifáticos formados a partir da co-eluição de isômeros múltiplos do 

decahidronaftaleno ou compostos similares ainda não identificados formados pela 

degradação dos hidrocarbonetos, (Tran et al., 2010).  

 As razões pristano (C17) e fitano (C18) também são utilizadas para determinar se os 

hidrocarbonetos de petróleo presentes no ambiente são recentes, podendo ser utilizadas 

para caracterizar o grau de degradação e intemperismo do petróleo no ambiente, isso 

porque os alcanos de cadeias normais são facilmente biodegradados por micro-organismos; 

portanto baixos valores (< 2) sugerem presença de óleo degradado (Oliveira et al., 2007, 

Colombo et al., 1989). 
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1.3.3. Óleo diesel 

 

O óleo diesel constitui uma mistura complexa, proveniente do processo de 

refinamento do petróleo cru, via destilação fracionada. É composto principalmente por 

alcanos de cadeia linear, mas também estão presentes em sua constituição hidrocarbonetos 

de cadeia ramificada e compostos aromáticos, na faixa de C9-C28 (Knothe, 2010). Embora 

predominantemente formado por átomos de carbono e hidrogênio, o óleo diesel possui, em 

baixas concentrações, átomos de oxigênio, nitrogênio e enxofre. Compostos polares, 

formados a partir desses elementos, conferem boas características lubrificantes ao 

combustível, mas aumentam seu potencial tóxico para o meio ambiente (ANP, 2012).  

O óleo diesel apresenta analogia semelhante, com relação aos hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos, sendo considerados como principais componentes os compostos: 

antraceno, benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno, 

benzo(K)fluoranteno, indeno(1,2,3)pireno, criseno, fenantreno, fluoranteno, fluoreno e 

naftaleno. Alcenos (olefinas) (Vieira et al., 2009). 

 

1.3.4. Gasolina 

 

 A gasolina é um líquido composto por uma mistura de hidrocarbonetos de petróleo, 

comumente representada em avaliações ambientais pelos hidrocarbonetos aromáticos 

benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, denominados BTEX, os quais representam de 18 a 

25% em massa (ANP, 2013), e são caracterizados pela faixa de carbono de C6 a C8.   

 Também apresentam em sua composição outros compostos tóxicos como etanol 

anidro e metil terta-buctil-eter (MTBE) os quais são adicionados para aumentar a 
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octanagem do motor, diminuir a emissão de monóxidos de carbono e os níveis de 

ozônio na atmosfera. Segundo a Portaria nº 7, de 11 de janeiro de 2010, do Ministério de 

Estado da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), esses compostos devem atingir 

uma adição máxima de 25 % antes da distribuição da gasolina aos postos de 

abastecimento. 

 

1.4. Dinâmica da contaminação no meio ambiente 

 

 A mobilidade dos contaminantes tanto na água como no solo é influenciada pelas 

propriedades físico-químicas dos hidrocarbonetos, onde as mais importantes são: 

solubilidade, pressão de vapor, densidade, viscosidade e o coeficiente de partida octanol-

água. Este coeficiente é definido como a razão da concentração de um composto orgânico 

dissolvido entre o octanol e a água, em equilíbrio, o qual descreve a tendência de 

participação de um composto entre a fase orgânica e a fase aquosa. Assim, quanto maior 

for esta razão, maior será a hidrofobicidade do composto, (Mancini, 2002; Guiguer 2006). 

 Uma vez que a contaminação atinja o solo, seus constituintes são separados em fase 

dissolvida, líquida e gasosa (menor porção). A fase dissolvida atinge o lençol freático, uma 

fração da fase liquida é armazenada nos espaços porosos do solo, e outra parte, a gasosa 

por ser passível de evaporação, originando a contaminação atmosférica. Ocorre, assim, a 

contaminação de águas subterrâneas, do solo e da atmosfera (Nadim et al., 1999; Mariano, 

2006). As distintas fases podem ser observadas na Figura 2.  
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Figura 2: Esquema do comportamento das fases dos hidrocarbonetos no solo e água 

subterrânea.  Fonte: adaptado de Mancini (2002). 

  

1.5. Técnicas de remediação 

 

 O tratamento dos solos e das águas contaminadas por hidrocarbonetos pode ser 

realizado por diversas técnicas, desde que haja o conhecimento das características físico-

químicas do contaminante, volume e tempo de vazamento, caracterização geológica e 

hidrogeológica do local, assim como a análise do meio físico superficial e subterrâneo e a 

extensão da pluma do contaminante (Spilborghs, 1997). 
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 As técnicas de remediação podem ser aplicadas separadamente ou em conjunto, 

tendo como finalidade destruir, alterar, extrair, separar ou apenas imobilizar os 

contaminantes. Estas técnicas podem se dar através de métodos químicos, físicos e 

biológicos podendo ser aplicados in situ ou ex situ, com o propósito de se obter maior 

efetividade aliada ao menor impacto ambiental e reduzido custo financeiro (Seabra, 2008; 

Pietroletti et al., 2010).   

 Nas técnicas aplicadas in situ, a remediação é feita no próprio local contaminado, 

enquanto que as técnicas ex situ envolvem a remoção e a destinação do material para uma 

instalação de depuração específica e apropriada. Além disso, as mesmas podem ser  

aplicadas na zona não saturada, cujas camadas do solo são preenchidas por ar, umidade, e  

fase orgânica nos seus vazios e  zona não saturada, onde o espaço poroso é preenchido pelo 

somatório dos fluidos presentes, conforme demonstrado na Tabela 3. 
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Tabela 3. Exemplos de técnicas de remediação da zona saturada e não saturada 

Técnicas de remediação da zona não saturada

Lavagem de solo (soil wash)

Tratamentos ex situ Incineração

Biorremediação: reatores (slurry phase)

Sistemas de tratamento de resíduos no solo (landfarming, biopilhas)

Lavagem de solo (soil flushing)

Tratamentos in situ Extração de compostos orgânicos voláteis (SVE,bioventing)

Biorremediação

Técnicas de remediação da zona saturada

Carvão ativado

Tratamentos ex situ Coluna de aeração (air stripping)

Biorremediação

Bombeamento e tratamento (pump and treat),

Tratamentos in situ injeção de ar, injeção de vapor.

Tratamentos químicos (injeção de oxidantes, barreiras reativas, etc.)

Extração de compostos orgânicos voláteis (air sparging, bioventing)

Biorremediação e processos eletroquímicos

 

Fonte: adaptado de Mariano (2006). 

 

 Os solos que apresentem baixo grau de contaminação por compostos orgânicos, por 

exemplo, poderiam passar apenas por processos que diminuam a disponibilidade ou 

restrinjam a mobilidade dos poluentes. Para isso, métodos de estabilização e imobilização 

seriam tecnologias indicadas para sanar essas contaminações. Já em solos onde a pluma de 

contaminação tende a migrar, a combinação de vários processos pode apresentar melhor 

resultado, (Zhu et al., 2010). 

 Já algumas técnicas químicas envolvem o uso e aplicação de agentes oxidantes ou 

solventes para extração dos contaminantes do solo, como peróxido de hidrogênio, etanol, 

metanol, surfactantes, óleos vegetais, ciclohexano ou diclorometano (Zhu et al., 2010).   
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 No entanto, estes tratamentos envolvem altos custos, estimados entre $30 a $100, 

podendo variar em razão de fatores como: tipo e volume de solo, contaminantes presentes 

e as combinações de técnicas utilizadas, (Dadrasnia e Agamuthu, 2014). Os valores estão 

apresentados na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Comparação dos custos dos tratamentos de remediação 

Tratamento Custo aproximado ($.ton solo-1)

Biológico 5 - 266

Químico 19 - 940

Físico 31 - 266

Solidificação/estabilização 27 - 268

Térmico 47 - 1175

 

Fonte: Asha et al., 2010. 

 

 Dessa forma os tratamentos de biorremediação vêm se tornando uma alternativa 

mais econômica que as demais técnicas de remediação. 

 

1.5.1. Biorremediação 

  

 A aplicação de técnicas de biorremediação para recuperação de solos contaminados 

por hidrocarbonetos de petróleo tem despertado grande interesse (Seabra, 2008). Seu custo 

operacional relativamente mais baixo do que as tecnologias convencionais de remediação 

aliado a fácil aplicabilidade, faz com que o tratamento seja uma alternativa atraente 

principalmente para as indústrias. Além disso, a crescente pressão dos órgãos reguladores 

ambientais tem motivado as empresas a desenvolver tecnologias limpas, com destaque para 



 

 

34 

a tecnologia de biorremediação (Fernández-Luqueño et al., 2011). Embora levando um 

tempo mais longo em alguns casos, é comprovadamente eficiente na transformação de 

contaminantes em substâncias inócuas (Madsen, 1991; Scragg, 2005; Zhang et al., 2010). 

 As técnicas de biorremediação ex situ podem ser divididas em três grupos básicos: 

(1) fase lama, normalmente em biorreatores; (2) tratamento na camada reativa do solo, 

exemplo landfarming e; (3) empilhamento do solo, exemplo compostagem e biopilha, 

(Seabra, 2008; Chagas-Spinelli et al., 2012; Nikolopoulou et al., 2013).  Dentre as técnicas 

in situ, a biosparging e bioventilação são caracterizadas por fornecerem injeção de ar ao 

solo e águas subterrâneas (Kirtland e Aelion, 2000; Boopathy, 2000; Rizzo et al., 2006) e a 

fitorremediação que faz o uso de plantas para remediação de solos ou águas contaminadas 

(USEPA, 2010).   

 Além das técnicas citadas, a biorremediação ainda pode ser realizada através de  

três estratégias: atenuação natural, bioestimulação e bioaumentação, ambas in situ ou ex 

situ. Essas estratégias ou a combinação entre elas são as mais utilizadas para remediação 

de áreas contaminadas com hidrocarbonetos, (Bento et al., 2005a; Megharaj et al., 2011; 

Fukuhara et al., 2013; Shankar et al., 2014). 

 Na atenuação natural a microbiota nativa é responsável pela biorremediação e isso 

se dá através de eventos básicos, como: ocorrência de biotransformação dos contaminantes 

por populações microbianas indígenas; sorção do contaminante com a matriz ou fases 

minerais que tornam o composto menos biodisponível e, por conseguinte, menos tóxico 

aos ecossistemas e a perda da toxicidade por diluição ou volatilização (Frankenberger, 

1992). Dessa forma, todos os fatores bióticos e abióticos do sistema são responsáveis pelo 

sucesso da biodegradação, podendo reduzir, assim, a mobilidade, a massa e os riscos do 

contaminante no sítio impactado (Fountoulakis et al.,  2009).  
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 A técnica é aceita para tratamento de meios impactados por combustíveis (Atteia e 

Guillot, 2007; Silva et al., 2009). No entanto, a aplicação isolada da bioatenuação se torna 

inadequada e prolongada em muitos casos, pois grande parte dos solos são originalmente 

oligotróficos e desprovidos de uma população microbiana degradadora em magnitude 

satisfatória (Megharaj et al., 2011). 

 A bioestimulação consiste na correção de parâmetros físico-químicos do meio, a 

fim de acelerar a atividade microbiana, fazendo com que ocorra a degradação. São 

necessários a presença de fonte de carbono disponível, nutrientes, temperatura adequada, 

pH, umidade, aeração e potencial redox apropriados, por isso os componentes nutricionais 

do meio podem determinar a eficiência da técnica, (Lebkowska et al., 2011). 

  Os ajustes nos parâmetros, principalmente dos macronutrientes fósforo e 

nitrogênio devem ser conduzidos de acordo com a área a ser tratada e dos poluentes 

existentes (Das e Chandran, 2011), considerando o equilíbrio da relação C:N:P. Dessa 

forma, o uso eficiente do carbono disponível pode ser viabilizado e níveis eficientes de 

biodegradação atingidos (Tyagi et al., 2011; Kauppi et al., 2011). 

 A técnica de bioaumentação envolve a introdução de micro-organismos de uma 

linhagem isolada ou de consórcios potencialmente degradadores. As culturas podem ser 

derivadas de um solo contaminado (pré-adaptadas) ou obtidas de uma cultura estoque, 

assim como micro-organismos geneticamente modificados; enzimas livres ou adição de 

vetores gênicos (El Fantroussi e Agathos, 2005; Sarkar et al., 2005; Scott et al., 2010). 

 A utilização de consórcios em detrimento de inóculos de apenas um isolado tem 

demonstrado melhores resultados em trabalhos descritos, uma vez que muitos micro-

organismos têm o potencial de biotransformar um composto tóxico em intermediários da 

rota de degradação tanto que vários representantes da microbiota potencialmente 



 

 

36 

degradadora participam de interações de sucessão ecológica à medida que o contaminante 

é biotransformado ao longo do tempo (Mrozik, 2010; Janbandhu e Fulekar, 2011).  

 O uso associado da bioaumentação e bioestimulação tem sido descrito por muitos 

autores, como uma alternativa eficaz para a descontaminação de solos com 

hidrocarbonetos (Colla et al., 2013; Meyer et al., 2014), assim como a  inoculação 

sucessiva de micro-organismos durante o decorrer dos tratamentos, uma vez que aumentam 

a eficiência do processo, garantindo a presença da população degradadora em concentração 

adequada até o fim da biorremediação, (Lebkowska et al., 2011; Tahhan et al., 2011). 

  

1.6. Produção de biossurfactantes 

 

Devido ao caráter hidrofóbico dos hidrocarbonetos, além do aparato enzimático de 

degradação, os micro-organismos precisam desenvolver adaptações específicas que os 

habilitem a utilizar esses substratos insolúveis. Um dos mecanismos possíveis é a captação 

intracelular do hidrocarboneto na forma de micelas, envolvendo a produção de moléculas 

biológicas surfactantes.  Esses compostos agem como emulsificantes, diminuindo a tensão 

superficial e formando diminutas gotículas, que permitem a internalização do poluente a 

ser metabolizado (Das e Chandran, 2011). A produção desses compostos por muitos dos 

micro-organismos degradadores não é constitutiva (Bento et al., 2005a), o que indica que a 

exposição ao contaminante resulta na ativação de genes específicos, envolvidos na 

biodegradação do composto alvo.  

Biossurfactantes e bioemulsificantes são produzidos por uma ampla variedade de 

micro-organismos, podendo apresentar diferentes propriedades e estruturas químicas. 

Podem estar localizados extra ou intracelularmente e agir no aumento da área de contato 
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entre a fonte de carbono e a célula microbiana, através de modificações na superfície 

celular, ou atuar sobre os hidrocarbonetos hidrofóbicos, de baixa solubilidade, aumentando 

sua disponibilidade ao ataque dos micro-organismos (Chrzanowski et al., 2012). Em geral, 

podem ser moléculas de baixa massa molecular, tais como glicolipídeos e lipopeptídeos, 

que reduzem eficientemente tanto a tensão superficial quanto interfacial entre substâncias 

imiscíveis, ou polímeros de alta massa molecular, como biodispersantes, que atuam 

comumente como agentes emulsificantes, responsáveis pela formação de gotículas e 

estabilidade da emulsão (Calvo et al., 2008; Meyer et al., 2014).  

A diversidade desses compostos desperta o interesse em sua utilização em 

diferentes áreas, como agricultura e indústrias têxtil, alimentícia, farmacêutica e cosmética. 

Recentemente sua aplicação vem sendo explorada também em tratamentos de 

biorremediação, em áreas contaminadas por derivados de petróleo, por contribuírem para o 

aumento da biodisponibilidade desses compostos poluentes à ação microbiana (Tyagi et 

al., 2011; Chrzanowski et al., 2012). 

 

1.7. Micro-organismos envolvidos na degradação de hidrocarbonetos 

  

 Uma grande diversidade microbiana está associada à degradação de 

hidrocarbonetos do petróleo, principalmente bactérias e fungos, sobre as quais existe uma 

extensa lista de trabalhos e revisões bibliográficas. Estes estudos têm sido relatados desde a 

década de 1940, (Zobel apud Ururauy, 1998) que investigou mais de 100 espécies com 

habilidade de degradar hidrocarbonetos. 

 Alguns gêneros como Arthrobacter, Pseudomonas, Ochrobactrum, 

Sphingobacterium, Achromobacter, Klebsiella, Chryseobacterium, Stenotrophomonas, 
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Alcaligenes, Nocardia, Flavobacterium, Rhodococcus, Mycobacterium, Streptomyces, 

Acinetobacter, Bacillus, Brevibacterium, Paecilomyces, os fungos dos gêneros 

Cunnighamella, Fusarium, Candida, Penicillium, Aspergillus, Pleurotus, e as algas dos 

gêneros Cladophora e Chlamydomonas, são descritas como bons degradadores (Das e 

Chandran, 2011; Balba et al., 1998; Bento et al., 2005b; Leahy e Colwell, 1990). 

 Esses micro-organismos já foram isolados dos mais diversos ambientes, como 

solos, oceanos, águas costeiras, água doce, sedimentos marinhos, lagos, lagoas, estuários, 

assim como de diversos climas, temperado, tropical e ambiente ártico, (Rojas-Avelizapa et 

al., 2007; Wolicka et al., 2009; Quatrini et al., 2008; Qiao e Shao, 2010; Hamamura et al., 

2006; Okpokwasili, 2006; Margesin et al., 2003; Ruberto et al., 2009).  

 

1.8. Mecanismos de Biodegradação 

 

 Mecanismos de biodegradação requerem a presença de oxigênio molecular para 

iniciar o ataque enzimático, visto que é a via mais rápida e completa de degradação de 

poluentes orgânicos ocorre sob condições aeróbias (Das e Chandran, 2011).  Deste modo, 

as oxigenases são responsáveis por introduzirem o oxigênio molecular ao hidrocarboneto, 

tornando o hidrocarboneto mais solúvel em água, gerando sítios reativos na molécula para 

que mais reações possam acontecer (Pazmiño et al., 2010). 

As oxigenases podem ser classificadas em monoxigenases e dioxigenases. As 

monoxigenases são uma classe de enzimas conhecidas como alcano hidroxilases que 

catalisam a oxidação das cadeias mais lábeis dos hidrocarbonetos (alcanos) (Figura 3). A 

oxidação por hidroxilação ocorre nas regiões terminais, subterminais ou biterminais de 
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compostos alifáticos lineares e ramificados, alicíclicos, alquil-cicloalcanos ou terpenos, 

(Fuchs et al., 2011). 

A etapa inicial do processo de biodegradação é a oxidação do substrato por 

oxigenase. A oxidação terminal inicia-se com a formação de um álcool primário. Após a 

etapa inicial, o álcool é oxidado, por ação das enzimas álcool e aldeído desidrogenase, aos 

correspondentes aldeído e ácido carboxílico, respectivamente. O ácido carboxílico, por sua 

vez, é utilizado como substrato para acil-CoA sintetase e posteriormente é biodegradado 

pelo processo de β-oxidação. Os n-alcanos de cadeias menores são oxidados 

subterminalmente (1º carbono secundário da cadeia do n-alcano), formando álcool 

secundário, cetona, éster e ácidos carboxílicos, que são posteriormente biodegradados pelo 

processo deβ-oxidação. 
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Figura 3: Etapa inicial do processo de biodegradação de um hidrocarboneto alifático. 

Fonte: adaptado de Da Cruz et al., 2011. 

  

 Na degradação do benzeno, por exemplo, as dioxigenases atuam no processo de 

biodegradação e compõem um sistema enzimático multicomponente possuindo uma faixa 

ampla de especificidade pelo substrato. Essas enzimas convertem os hidrocarbonetos 

aromáticos aos correspondentes arenos cis-diol (Gibson e Parales, 2000). 
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 O intermediario cis-dihidrodiol é oxidado a catecol e após convertido por rotas 

metabólicas conhecidas como a clivagem orto (β-cetoadipato) e a clivagem meta (α-

cetoadipato) realizadas pelas enzimas catecol 1,2 dioxigenase e catecol 2,3 dioxigenase, 

respectivamente, resultando na formação de ácidos que são utilizados via ciclo do ácido 

tricarboxilico (Hamzah e AL-Baharna, 1994; Wilkstrom et al., 1996; Ururahy, 1998; Loh e 

Chua, 2002).  

 Já a enzima catecol 2,3 dioxigenase catalisa a oxidação do catecol a 2 hidroxi-

semialdeido mucônico e sua atividade enzimática representa um potencial para sua 

produção comercial e aplicação industrial (Fernandez-Lafuente et al., 2000). A Figura 4 

representa a rota metabólica de degradação do benzoato, por duas diferentes vias de 

degradação. 
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Figura 4. Representação da rota de degradação aeróbia do benzoato por fungos e bactérias, 

através da via β-cetoadipato e dioxigenases. A degradação aeróbica de benzoato de metilo 

em bactérias e fungos é mostrado como um exemplo de uma estratégia de O2 dependente. 

Fungos convertem benzoato principalmente para protocatecoato, por mono e dioxigenases, 

enquanto a maioria das bactérias formam catecol. A via central da dioxigenases clivam o 

anel entre os dois grupos hidroxilas (orto-clivagem, visto na via β-cetoadipato) ou ao lado 

de um dos grupos hidroxilo (meta-clivagem). Fonte: adaptado de Fuchs et al., (2011).  
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As enzimas do subgrupo das dioxigenases, responsáveis pela biodegradação dos 

hidrocarbonetos aromáticos, pode ser divida em dois grupos: enzimas periféricas e enzimas 

de fissão. As primeiras participam inicialmente dos processos de inserção dos átomos de 

oxigênio à molécula, de hidroxilação do anel de ressonância e de rearomatização geral 

desses compostos, sendo estes oxidados a um número bastante limitado de intermediários 

centrais, como catecóis, galatos, protocatecóis e gentisatos (Harayama e Timmis, 1989). Já 

as enzimas de fissão são responsáveis por reconhecer estes intermediários e clivar seu anel 

aromático, (Mishra et al., 2001).   

Deste modo, podemos dizer que duas características são essenciais para um micro-

organismo oxidar os contaminantes: uma oxigenase específica de grupo e ligada à 

membrana, conforme já demonstrado, e mecanismos para otimizar o contato entre os 

micro-organismos e os hidrocarbonetos insolúveis em água (Chikere et al., 2011).  

Esse mecanismo pode se dar pela produção de biossurfactantes e bioemulsificantes, 

os quais são produzidos por uma grande variedade de micro-organismos. Eles agem no 

aumento da área de contato entre a fonte de carbono e a célula microbiana, através de 

modificações na superfície celular ou atuando sobre os hidrocarbonetos hidrofóbicos de 

baixa solubilidade, aumentando sua disponibilidade ao ataque dos micro-organismos 

(Chrzanowski et al., 2012). 
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                               2- OBJETIVOS 

_________________________________________________________________________ 
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2.1. Objetivo Geral 

 

  Desenvolver uma formulação comercial que possa ser utilizada no tratamento de 

solos contaminados com hidrocarbonetos, de forma que possa ser aplicada in situ ou ex 

situ, dependendo da necessidade do cliente, sem que o local de trabalho sofra intervenção 

durante o processo de aplicação.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 Isolar e identificar micro-organismos que apresentem capacidade de 

degradação de hidrocarbonetos no solo;  

 Determinar a produção de biossurfactantes pelos micro-organismos 

isolados; 

 Formular consórcios microbianos e testar sua eficiência na remediação de 

solos contaminados com hidrocarbonetos;  

 Estimar a população heterotrófica e degradadora dos consórcios; 

 Elaborar um teste em larga escala para a aplicação do consórcio que 

demonstrou melhor eficiência; 

 Caracterizar a dinâmica populacional dos micro-organismos no teste em 

larga escala; 
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3. CAPÍTULO I     

Evaluation of bioremediation of soil contaminated with diesel oil from a petrol station 

in the south of Brazil             

_________________________________________________________________________

Manuscrito submetido a International Biodeterioration & Biodegradation 07/04/2015 
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Figure 2 
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Figure 3 
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       4. CAPÍTULO II   

                     

Development of a microbial consortium for large-scale treatment of hydrocarbon-

contaminated soils. 

_________________________________________________________________________

Manuscrito submetido a Environmental Science and Pollution Research 15/04/2015. 
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5-DISCUSSÃO GERAL 

_________________________________________________________________________ 
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 A utilização dos recursos naturais acompanha os avanços na ciência e tecnologia 

desde a revolução industrial e têm permitido ao homem explorar de forma mais intensa os 

recursos, gerando distúrbios importantes nos ciclos de energia globais (ELDREDGE, 1999; 

PULITANO, 2003). A medida que a exploração aumenta, os impactos gerados se tornam 

mais evidentes, incapacitando a autodepuração dos ecossistemas, resultando assim na 

acumulação de poluentes para níveis problemáticos ou mesmo perigosos.  

 Aliados a isso, o descuido com a produção, transporte, armazenamento e 

vazamentos de produtos derivados de petróleo acabam por contaminar solos e águas, sendo 

a água essencial para a sobrevivência de toda a população do planeta (Farhadian et al., 

2008). 

 A fim de minimizar e/ou eliminar essas contaminações, surge a necessidade do 

desenvolvimento de tecnologias de remediação que sejam viáveis, rápidas e 

implementáveis em uma grande variedade de configurações físicas, já que é reconhecido o 

perigo potencial que misturas químicas complexas como hidrocarbonetos totais de petróleo 

(TPH), podem representar perante a saúde humana e ambiental (Khan et al., 2004). 

 Neste contexto, o principal objetivo deste estudo, foi o desenvolvimento de uma 

formulação comercial, composta por micro-organismos e que pudesse vir a ser aplicada 

diretamente no ambiente contaminado, utilizando ou não o auxílio de outras técnicas de 

remediação. Para apresentar os resultados, esse trabalho foi divido em dois capítulos. O 

Capitulo I, inicia pelo isolamento de 34 micro-organismos bioprospectados em solo com 

histórico de contaminação por hidrocarbonetos. A escolha pelo solo já contaminado se deu 

ao fato de que a exposição dos micro-organismos à contaminação crônica pode aumentar a 

possibilidade de seleção de organismos com capacidade para metabolização de poluentes 

dessa espécie, já que a exposição prolongada da comunidade microbiana ao contaminante 
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pode realizar uma pressão seletiva sobre a mesma, permitindo a sua sobrevivência no meio 

impactado.  

 Os isolados bioprospectados foram submetidos a técnica que utiliza um indicador 

redox (TTC) no meio mínimo mineral com o contaminante, para avaliar a capacidade de 

metabolização dos poluentes pelos micro-organismos. A interpretação do teste é baseada 

na mudança de coloração do meio de cultura, de incolor para cor-de-rosa, devido à redução 

do TTC para TPF. Apesar se ser um teste preliminar é usado em diversos trabalhos 

(Hanson et al., 1993; Roy et al., 2002; Cerqueira et al., 2011; Meyer et al., 2014; Colla et 

al., 2014), demonstrando ser uma técnica simples, que fornece resultados rápidos e 

confiáveis.  

 Os resultados identificaram 12 isolados positivos ao indicador, os quais foram 

identificados pelo sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, avaliadas quanto a produção 

de biossurfactantes e seu crescimento exponencial. Utilizando o mesmo solo da 

bioprospecção, foi realizado o experimento de biorremediação, contemplando as técnicas 

de atenuação natural, bioaumentação e bioestimulação, acompanhados pela técnica de 

liberação de CO2 e determinação de micro-organismos degradadores e heterotróficas 

através da técnica do NMP.    

 Para a técnica de bioaumentação foi utilizado um consórcio com cinco micro-

organismos, BPB 1.6, BPB 1.15, BPB 1.22, BPB 1.13 e BPB 1.26 (nomenclatura referente 

a coleção de micro-organismos da empresa Bioplus), sendo (Pseudomonas mendocina, 

Bacillus cereus, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilus, Bacillus cereus).  

 Os resultados mostraram que após 60 dias de experimento, as concentrações de 

TPH realizadas por cromatografia a gás tiveram uma redução significativa para os 
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tratamentos de atenuação natural, bioaumentação e bioestimulação, sendo 84, 90 e 91 % 

respectivamente.  

 Entretanto, quando analisamos os resultados de 40 dias de tratamento, observamos 

que as taxas de degradação ainda estão lentas nos tratamentos de atenuação natural e 

bioaumentação, enquanto que na bioestimulação já atinge cerca de 70%.  Esse aumento 

rápido no tratamento infere que a otimização dos nutrientes não limita a atividade 

microbiana (Kauppi et al.,2011), e que a sua adição em  poucos dias já  estimula  as 

populações indígenas a degradação dos hidrocarbonetos (Chang et al.,2010).   

 Já no tratamento de bioaumentação, optou-se pela inoculação sucessiva, realizada 

semanalmente durante 60 dias, visto que trabalhos recentes envolvendo essa metodologia 

têm obtido resultados satisfatórios no tratamento de solos impactados, chegando a uma 

eficiência maior que 30% em relação à bioaumentação convencional (Lebkowska et al., 

2011; Tahhan et al., 2011; Colla et al., 2014).  

 No entanto, a adição sucessiva de micro-organismos pode ter gerado inicialmente 

uma competição por fonte de carbono com a microbiota já presente na amostra, e por isso a 

degradação mais tardia. Conforme Alisi et al. (2009), os micro-organismos passam por 

uma fase adaptativa a fim de mudar a sua dinâmica de degradação e assimilação, fazendo 

com que a degradação ocorra após algum período, ou mesmo, a transformação dos 

contaminantes em novas fontes de carbono, pode tornar as mesmas  indisponível para a 

microbiota. 

 Podemos dizer que não houve diferença significativa entre os tratamentos, e que o 

tratamento de atenuação natural embora não recebesse estímulo obteve um alto nível de 

degradação, conforme resultados apresentados por outros autores (Sabaté et al., 2004; 

Bento et al., 2005a; Couto et al., 2010). No entanto as taxas de degradação apresentadas 
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pelos os tratamentos foram elevadas e embora o consórcio microbiano não tenha 

apresentado vantagem sobre a microbiota nativa do solo, ele se mostrou eficiente no final 

do experimento promovendo a degradação de hidrocarbonetos praticamente na mesma 

proporção que os demais tratamentos.  

 Após estes resultados, o trabalho objetivou avaliar os tratamentos em maior escala, 

portanto, os resultados apresentados no Capitulo II, mostram os experimentos realizados 

com 300 Kg de solo contaminado com hidrocarbonetos, conforme Figura 5, e a 

composição de um novo consórcio microbiano produzido em escala de 100 Litros. 

 Além disso, para compreender melhor como a biorremediação influencia na 

biodiversidade das populações nativas do solo, as alterações ocorrentes ao longo do 

período de incubação foram acompanhadas por análise de eletroforese em gel com 

gradiente desnaturante (DGGE). 

 Neste experimento cada caixa correspondia a um tratamento (AN: atenuação 

natural, BAE: bioaumentação/bioestimulação e BE: bioestimulação), sendo que as mesmas 

eram divididas por uma barreira física para que apenas um dos lados recebesse a injeção de 

ar.   

 A umidade foi mantida em todos os tratamentos e as aplicações foram realizadas 

semanalmente com a adição dos respectivos estímulos: solução nutriente para o tratamento 

de BE e solução nutriente + consórcio no tratamento BAE, onde o consórcio foi composto 

pelos isolados: BPB 1.8, BPB 1.20, BPB 1.3, BPB 1.26 (P. mendoncina, B. cereus, B. 

sphaericus, B. cereus), sendo que um dos isolados de B.cereus já tinha sido utilizado no 

experimento anterior. As amostras foram analisadas no tempo 0, 30 e 60 dias para 

diferentes frações de TPHs: C8–C11, C11–C14, C14–C20 e C20–C40, por cromatografia gasosa. 
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Paralelamente foi montando um experimento de bancada em microcosmo utilizando o 

mesmo solo para acompanhar a liberação do CO2.  

 Para a otimização da produção dos micro-organismos em grande escala -100 Litros, 

foram seguidos os mesmos procedimentos já usados na empresa Bioplus para a produção 

dos micro-organismos referente aos seus produtos. Isso facilitou a formação do inoculo 

(2,24 x 10
8
 UFC/mL) de cada micro-organismo, o qual foi utilizado em volume de 500 mL 

para cada aplicação realizada semanalmente durante os 60 dias de experimento. 

          As análises de cromatografia mostraram que a injeção de ar foi importante somente 

para o tratamento de AN, atingindo 98% de degradação, enquanto que sem aeração, a 

concentração total dos hidrocarbonetos aumentou 12%.  Nos demais tratamentos a injeção 

de ar não foi tão efetiva. No tratamento de BE, as concentrações totais dos contaminantes 

aumentaram em relação ao tempo inicial, tanto com a aeração (52%) quanto sem aeração 

(2%). Já o tratamento de BAE com aeração obteve 32% de degradação e sem aeração a 

degradação foi de 85%. Esse fato pode estar relacionado a umidade, que embora tenha sido 

controlada 

 em todos os tratamentos, pode ter ficado  muito baixa ou muito alta para os solos tratados 

com  BE e BAE, fato que pode ter sido gerado pela adição sucessiva dos nutrientes e do 

consórcio, fazendo com que o solo fosse impactado nestes dois tratamentos. 

 Nos tratamentos de AN a contaminação inicial foi 3.007 mg/kg , sendo que após 30 

dias de monitoramento sem a injeção de ar, a contaminação atingiu uma concentração de  

7.799  mg/kg, caindo para 3.630 mg/kg após 60 dias de tratamento, se mantendo acima da 

concentração inicial. Enquanto que com a injeção de ar após 60 dias de tratamento não 

foram detectadas contaminações dentro do limite de quantificação da técnica.  
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 Os tratamentos de BE tinham a menor concentração de contaminação, 1.153 mg/kg, 

e em ambas as condições (com ar e sem ar) as contaminações aumentaram ao final do 

experimento. Quanto ao tratamento de BAE que continha a maior concentração inicial de 

contaminação, 3.465 mg/kg, na condição com ar após 30 dias de experimento, a 

contaminação aumentou  para 5.504  mg/kg , vindo a diminuir após 60 dias. Já na condição 

sem ar a maior redução aconteceu com 60 dias de experimento ficando em 788 mg/kg. 

 Essas diferenças iniciais de contaminação se deram porque as coletas foram 

realizadas em diferentes postos de combustíveis, em razão do grande volume de amostra 

utilizado nos experimentos.  

 Em relação as frações leves (C8–C11 , C11–C14 e C14–C20), elas estavam presentes 

em maior proporção no solo tratado com BAE e foram degradadas praticamente nos 

primeiros 30 de experimento, sem a injeção de ar. Já as frações pesadas (C20–C40) 

representavam a maior contaminação em todos os solos.  

 Conforme observado por Bento et al., (2005a), as frações mais leves TPH são 

primeiramente degradadas pelos micro-organismos, uma vez que essas frações são 

compostas por fontes de hidrocarbonetos lineares e de cadeia aberta.  Com a diminuição 

desta fonte de carbono, os micro-organismos passam a degradar os hidrocarbonetos mais 

recalcitrantes (hidrocarbonetos aromáticos, provavelmente com maior peso molecular) de 

forma menos eficiente. Também é possível que a degradação de hidrocarbonetos de maior 

peso molecular tenha produzido intermediários tóxicos, o que justifica o aumento de 

contaminantes em alguns momentos do experimento, conforme também observado em um 

estudo de Colla et al. (2014). 

 Esses intermediários tóxicos fazem parte da Mistura Complexa não Resolvida 

(MCNR), a qual inclui alcanos cíclicos, ramificados e produtos de transformações polares. 
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A presença dessas misturas em amostra serve como indicadores da presença de 

hidrocarbonetos degradados (Volkman et al., 1992). Alguns estudos mostram que devido 

as suas estruturas, os compostos não resolvidos são resistentes à degradação, gerando o 

acúmulo destes compostos no ambiente (Gough & Rowland,1990). 

  Analisando os resultados apresentados, podemos inferir que o tratamento BAE sem 

ar se mostrou mais eficiente em relação aos demais, primeiramente porque apresentou uma 

concentração de contaminantes maior que os demais tratamentos, vindo a atingir 85 % de 

degradação ao final do experimento e segundo porque esse tratamento não necessitou a 

injeção de ar para promover a degradação.  

 Para alguns autores, o uso da injeção de ar para auxiliar na degradação é um 

processo caro e ineficiente (Coates et al.,1998). Segundo os mesmos autores, outros 

aceptores de elétrons como nitratos e sulfatos são solúveis em água e apresentam um 

melhor desempenho. Segundo Cyplik et al. (2011),  mudanças na aeração não afeta a 

comunidade bacteriana, uma vez  que a maioria dos degradadores no consórcio pode 

mudar o seu metabolismo a partir da disponibilidade dos  hidrocarbonetos. Já Muckian et 

al. (2009), fizeram o uso de ar em microcosmos apenas na bioestimulação, para testar a 

degradação de fenantreno e fluoranteno e obtiveram uma degradação de 80% após 28 dias 

de tratamento, assim como  Kauppi et al. (2011) que aceleraram a purificação do solo 

fornecendo em conjunto  nutrientes (N, P) e arejamento. 

  Apesar de haver muitos estudos sobre biorremediação de solos contaminados com 

hidrocarbonetos, percebemos que os estudos em grande escala ainda são limitados. Os 

poucos estudos apresentados nessas proporções, normalmente se dão em biopilhas ou 

biorreatores. Quando em biorreatores, condições como pH, temperatura e nutrientes são 

controlados, podendo atingir uma remoção de hidrocarbonetos entre 75 e 100 % (Moscoso 
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et al., 2012). Já os estudos em biopilhas se assemelham ao trabalho apresentado, uma vez 

que trabalham com as condições naturais locais. Łebkowska et al.(2011), pesquisaram o 

impacto da bioaumentação sucessiva em uma biopilha contaminada com óleo diesel e 

combustível de aviação. Obtiveram uma degradação de 50% a mais em relação ao controle 

(atenuação natural) e 30% no solo com apenas uma inoculação, resultando uma remoção 

de 80% do solo contaminado com óleo diesel e 98% do solo contaminado com combustível 

de aviação.  

 Quando analisamos os efeitos dos tratamentos de biorremediação sobre a estrutura 

e dinâmica da comunidade bacteriana dos solos, observamos que o tratamento BAE 

formou um cluster com os quatro micro-organismos adicionados no consórcio e o manteve 

por 30 dias, sob condições sem aeração. Isso representou um maior crescimento em 

comparação com a comunidade natural do solo. Já o tratamento de BE e BEA com aeração 

no tempo 0 mostraram 90% de similaridade durante os primeiros 30 dias, enquanto que os 

tratamentos BE e AN sem aeração apresentaram similaridade de 75% ao longo do 

experimento (0, 30 e 60 dias).  

 Entretanto, o índice de diversidade de Shannon-Wiener, mostra que não houve 

diferença significativa na biodiversidade dos tratamentos, o que sugere que a microbiota 

nativa atuou de forma sinérgica com os micro-organismos inoculados no tratamento 

bioaumento.  

 Comparando os resultados apresentados nos dois capítulos, concluímos que ambos 

os consórcios utilizados se mostraram eficientes, no entanto, quando se tenciona a 

estimulação da degradação de hidrocarbonetos por micro-organismos, devemos levar em 

conta que as variações ambientais são bem menores em escala laboratorial, onde fatores 

como nutrientes; umidade; temperatura; aeração; pH; estrutura química dos contaminantes, 
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entre outros, podem ser melhor controlados. Esses fatores são fundamentais na efetividade 

do processo de biodegradação dos hidrocarbonetos, quer seja isoladamente, quer seja suas 

interfaces. 

 Assim, a opção para a composição da formulação comercial a ser utilizada pela 

empresa Bioplus para a produção do biorremediador para hidrocarbonetos será o segundo 

consórcio, composto por BPB 1.8, BPB 1.20, BPB 1.3, BPB 1.26 (P. mendoncina, B. 

cereus, B. sphaericus, B. cereus). Com base nas literaturas consultadas, estes gêneros de 

bactérias estão entre os mais importantes para a degradação de hidrocarbonetos no solo, 

(Okpokwasili et al. 2006; Watanabe e Hamamura, 2003; Ollivier e Magot, 2005; Bento et 

al.,2005b; Xu et al., 2013) e segundo a Lista de Remediadores Registrados no IBAMA 

(2015), alguns desses micro-organismos já são utilizados para a produção de 

biorremediadores, como é o caso do B. cereus, utilizado para a composição dos 

remediadores BAC TRAT; BIOMIX; BIOMIX L. 

 Com a produção em escala da formulação remediadora para hidrocarbonetos 

estaremos colocando no mercado um produto eficiente e 100% brasileiro, já que todos os 

micro-organismos são isolados de solos brasileiros, disponibilizando uma tecnologia 

segura, ambientalmente saudável e rentável.  
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 Foi possível isolar, selecionar e identificar micro-organismos potencialmente 

 degradadores de hidrocarbonetos; 

 Testar sua eficiência na produção de biossurfactantes; 

 A formação dos consórcios bacterianos refletiram resultados satisfatórios nos 

 experimentos de biaumentação; 

 O experimento em grande escala se mostrou efetivo para todos os tratamentos, 

 sendo melhor representado pelo tratamento BAE; 

 A injeção de ar se mostrou eficiente apenas para o tratamento de AN; 

 A produção de micro-organismos em reator de 100 Litros facilitou a formulação do 

 inóculo de 500 mL; 

  É possível uma formulação comercial para a degradação de hidrocarbonetos e sua 

 aplicação pode ser efetiva, dependendo das características da área contaminada. 
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 Identificar as frações de hidrocarbonetos assimiladas durante o processo de 

biorremediação do solo contaminado pelos isolados, através do método de CG-FID, 

para poder avaliar qual a melhor concentração de cada isolado na formulação do 

remediador; 

 Testar a formulação diretamente em um ambiente contaminado; 

 Fazer um metagenoma neste ambiente para identificar se o inóculo está presente;   

 Otimizar a produção da formulação junto a empresa Bioplus Desenvolvimento 

Biotecnológico Ltda; 

 Proceder aos registros da formulação junto aos órgãos competentes. 
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