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RESUMO

A ocorréncia de acidentes no ambiente marinho causa impactos a biota e a saude
humana, uma vez que o 6leo pode chegar a zona costeira. Os poluentes organicos
podem ser degradados por alguns organismos, mas a maioria dos estudos esta
relacionada ao papel das bactérias e dos fungos nesse processo. Portanto, é
importante avaliar a possibilidade de utilizar outros organismos, como as microalgas,
na degradacdo destes poluentes. Considerando a vulnerabilidade do ambiente
marinho, este trabalho tem como objetivo avaliar a biodegradacdo do petréleo em
aguas marinhas contaminadas por petréleo utilizando a Nannochloropsis oculata. O
experimento foi realizado utilizando reatores de 1L e dividido em quatro tempos.
Cada reator continha 800mL de agua marinha natural e 80mL de cepas microalgais,
variando a concentracdo de Oleo. As analises dos hidrocarbonetos totais do petréleo
(HTP) foram realizadas através da extracdo liquido-liquido, enquanto que a
estimativa da densidade celular foi feita através da cAmara de Neubauer. Os valores
de HTP variaram de 5.932 a 9.881mg L™ para C1 e entre 11.226 e 17.888mg L*
para C2. Os valores para ambas as concentracfes diminuiram ao longo do tempo, o
qgue indica que a capacidade de degradacdo da microalga. Os valores de MCNR
variaram de 2.334 a 4.986mg L* e de 5.591 a 9.641mg L™ para Cl e C2,
respectivamente. A reducdo nos valores de MCNR pode indicar que as microalgas
possuem rotas metabodlicas mais complexas em comparacdo as bactérias, sendo
capazes de degradar compostos ndo-resolvidos. Os valores de pristano, fitano e da
raz&o pristano/fitano diminuiram e as razdes P/n-Ci; e F/n-C1g apresentaram valores
menores que 1, indicando a ocorréncia de 6leo degradado. Para a curva CO (dgua
marinha natural e microalga), o nimero de células variou entre 2,83 x 10* e 6,87 x
10* cél mL™. Para C1, os valores variaram entre 2,7 x 10* e 7,1 x 10% e para C2, os
valores variaram entre 1,5 x 10* e 56 x 10% cél mL™®. O experimento com
concentracdo C1 apresentou os maiores valores de células de microalgas, enquanto
que o crescimento com concentracdo C2 apresentou 0s menores valores no inicio.
Portanto, a microalga mostrou-se capaz de degradar alguns compostos do petrdleo
e de crescer na presenca do petroleo. Por ser um trabalho pioneiro, este estudo é

relevante nesse segmento e pode auxiliar como base para trabalhos futuros.

Palavras chave: Microalgas. Biorremediagdo. Petroleo.



ABSTRACT

The occurrence of accidents on marine environment causes impacts to both biota
and human health, since the oil can reach the coastal zone. Organic pollutants can
be degraded by some organisms but the majority of studies are focused on the
function of bacteria and fungi in this process. Therefore, it is important to assess the
possibility of using other organisms, like microalgae, to degrade pollutants.
Considering the vulnerability of marine environments to the occurrence of oil spills,
this work aims to evaluate the biodegradation of petroleum in contaminated marine
waters using Nannochloropsis oculata. The experiment was performed in 1L reactors
and divided into four times. Each reactor contained 800mL of natural seawater and
80mL of microalgal strain, varying the concentration of oil. Analysis for total
petroleum hydrocarbons (TPH) were done by liquid-liquid extraction, while the
estimative of cell density was done using Neubauer chamber. TPH values ranged
from 5,932 to 9,881mg L-1 for C1 and between 11,226 and 17,888mg L™ for C2.
Values for both concentrations decreased over time, which indicates that the
microalgae are capable to degrade hydrocarbons. UCM values ranged from 2,334 to
4,986 mg L* and from 5,591 to 9,641mg L™ to C1 and C2, respectively. The
decrease in values for UCM can indicate that microalgae have more complex
metabolic routes when compared with bacteria, being able to biodegrade unresolved
and recalcitrant compounds. In general, values for pristane and phytane and for the
pristane/phytane ratio decreased. The P/n-C;7 and F/n-Cig ratios were generally
lower than 1, indicating the occurrence of degraded oil. For curve CO (natural
seawater and microalgae), the cell values ranged from 2,83 x 10* e 6,87 x 10 cells
per mL. For curve C1, the values varied between 2,7 x 10* e 7,1 x 10% and for curve
C2 values ranged from 1,5 x 10* e 5,6 x 10 cells per mL. In general, the experiment
with C1 concentration presented the highest value of microalgae cells, while growth
in the experiment with C2 concentration presented the lowest value at the beginning.
It can be concluded that the microalga presented the ability to degrade some of the
petroleum compounds and was able to develop even in the presence of petroleum.
For being a pioneer work, this study is relevant in this area and can serve as a basis

for future studies.

Keywords: Microalgae. Bioremediation. Petroleum.
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1 INTRODUCAO

O petroleo é um combustivel féssil formado a partir da matéria organica, de
microrganismos e vegetais, que sedimentou no fundo dos oceanos, sendo essa
matéria organica recoberta por camadas sedimentares. De forma geral, € uma
substancia oleosa, inflamavel, menos densa que a agua, possui cheiro caracteristico
e € considerada a principal fonte de energia do mundo (MARTINS et al., 2015). Seu
processo de formacéo depende de condi¢cbes geoldgicas como a existéncia de rocha

geradora, trapas, rocha reservatorio e rocha selante (MILANI et al., 2001).

A demanda por produtos petroquimicos cresceu rapidamente e dominou o
mercado global de produtos quimicos nos ultimos 10 anos (HASSANI et al., 2013).
Como resultado, o setor petrolifero e petroquimico continuou a crescer (HASSANI et
al., 2013) e, segundo Singh et al. (2011), os combustiveis fésseis representam 88%
do consumo global de energia primaria. Atualmente, a induastria petrolifera é
considerada a principal matriz energética mundial e exerce grande influéncia na

economia global.

Com o aumento da industrializacdo e o desenvolvimento econdmico, as
necessidades da populacdo vém crescendo, 0 que torna o ambiente mais vulneravel
a diversos impactos ambientais (NASCIMENTO et al., 2014). Assim, a probabilidade
de ocorréncia de acidentes durante a exploracao, extracdo, transporte ou refino é
maior, visto que as atividades estdo se tornando cada vez mais intensas. A
contaminagao também pode ocorrer através do derramamento de 6leo dos navios
petroleiros, acidentes em plataformas e vazamentos pontuais em oleodutos, por
exemplo (RIOS, 2014).

Caso haja algum acidente, o meio ambiente sofrera consequéncias que
poderdo durar muitos anos e, geralmente, os acidentes que ocorrem no ambiente
marinho causam impactos maiores visto que o0 Oleo pode percorrer longas
distancias. Se esse 6leo chegar a zona costeira ou em ambientes sensiveis como
recifes de corais e manguezais, ele irA contaminar mamiferos, moluscos, algas,

peixes e aves marinhas, além de causar danos a saude humana (Pl et al., 2015).
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A partir do momento em que o petrdleo entra em contato com ecossistemas
aquéticos, principalmente o mar, ele esta sujeito a uma série de modificacdes em
sua composicao. Tais modificacdes ocorrem devido aos processos quimicos, fisicos
e biolégicos que sdo responsaveis por determinar a taxa de degradacao e,
consequentemente, quanto tempo esse petréleo vai permanecer no ambiente
(SPEIGHT et al.,, 2018). Alguns fatores como temperatura, viscosidade do 6leo,
guantidade derramada, densidade e hidrodindmica da regido afetada também

influenciam na degradacéo.

A biorremediagcdo é um processo que utiliza microrganismos - plantas,
bactérias, fungos e algas - para degradacdo e remocédo de poluentes presentes no
solo ou na agua (EL-SHEEKH et al., 2013). Essa técnica vem sendo cada vez mais
estudada, pois apresenta algumas vantagens em relacdo as técnicas classicas de
remediagdo, como grande versatilidade e o baixo custo, por exemplo
(NASCIMENTO et al., 2014). Outra vantagem que merece destaque € a nao
utilizacdo de dispersantes ou produtos quimicos, o que a torna ecologicamente
correta (HAMOUDA et al., 2016).

O sucesso da biorremediacdo esta associado a capacidade de estabelecer e
manter condicdes que favoregcam as taxas de biodegradacao do petrdleo (SPEIGHT
et al., 2018). Além disso, sua eficiéncia depende do tipo de microrganismo que esta
sendo usado e é muito afetada pelas condigbes ambientais (HAMMED et al., 2016),
tais como temperatura, salinidade, luminosidade e pH. Em relagéo ao 6leo, algumas
caracteristicas que devem ser levadas em consideragdo sdo a composicao,
densidade, viscosidade e solubilidade do oOleo (MCGENITY et al, 2012). A
guantidade de 6leo derramada e a area afetada também influenciam na velocidade

da biodegradacéo.

Em ambientes aquaticos, o0s poluentes organicos estdo sujeitos a
biodegradacdo através de uma série de organismos que ocorrem naturalmente,
porém os estudos estdo quase que exclusivamente concentrados no papel das
bactérias e fungos nos processos degradativos (SEMPLE et al., 1999). Sendo assim,

€ importante que sejam desenvolvidos mais estudos para avaliar a possibilidade de
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utilizacao de outros organismos para degradar poluentes. Um bom exemplo sdo as

microalgas, visto que possuem caracteristicas favoraveis a sua utilizagéo.

As microalgas sdo organismos unicelulares fotossintéticos difundidos na
natureza e importantes produtores primarios em sistemas marinhos e de agua doce
(FARIA et al.,, 2012). Apresentam rapido desenvolvimento e sdo mais eficientes
fotossinteticamente quando comparadas as plantas na producdo de biomassa e tal
biomassa pode ser uma fonte de produtos quimicos de valor agregado, como
pigmentos, antioxidantes, carboidratos e proteinas (BAUMGARDT et al.,, 2016).
Possuem grande flexibilidade quanto as condi¢des de cultivo, ndo necessitando nem
de grandes areas para reproducao nem de terras férteis, portanto ndo competem
com as plantacfes (REYIMU et al., 2017).

Esses organismos produzem grandes quantidades de lipidios e sdo capazes de
fixar CO,, podendo ser utilizados na producdo de biocombustiveis e no controle das
taxas de CO,, auxiliando na reducédo do efeito estufa (SU et al.,, 2011). Também
podem ser aplicadas na purificacdo de agua residual sob condi¢cdes autotréficas ou
mixotréficas, na extracdo de alimentos com alto valor agregado e produtos
farmacéuticos, ou como comida para aquicultura (CONVERTI et al., 2009). Podem,
ainda, ser utilizadas para remocao de alguns poluentes (HAMMED et al., 2016)

inclusive aqueles resultantes da exploracao de petroleo.

O género Nannochloropsis esta amplamente distribuido em oceanos em todo o
mundo, desempenhando papéis significativos nos ciclos globais de carbono e
minerais (HAMIDI et al., 2014). Por serem consideradas uma excelente fonte de
proteinas, carboidratos e vitaminas, também s&o utilizadas na dieta humana devido
ao seu valor nutricional (CARRERA-MARTINEZ et al., 2014), além de despertarem
interesse como fonte de acidos graxos poliinsaturados e na producdo de biodiesel
(LIU et al., 2017).

A Nannochloropsis oculata, microalga marinha da familia Eustigmatophycea,
possui altas taxas de crescimento, alta produtividade lipidica, resisténcia a
condi¢bes ambientais adversas (RIBEIRO et al., 2016) e com alto contetudo de &cido

eicosapentaenoico (EPA C20:5n3), sendo amplamente utilizada na alimentacéo de
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rotiferos, na alimentacdo das larvas de peixe (ROCHA et al., 2013), podendo ser
ainda aplicada para o consumo humano (LIU et al., 2017).
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2 REFERENCIAL TEORICO

A composicdo desse referencial tedrico foi feita através do levantamento
bibliografico de informacgBes contidas em livros, artigos cientificos, monografias,
teses e dissertacbes sobre a caracterizacdo e impactos do petrdleo do meio
ambiente, bem como a descricdo de algumas técnicas de remediacdo e a

importancia das microalgas nesse segmento.

2.1 CARACTERISTICAS DO PETROLEO

A utilizacdo do petroleo nas suas mais diversas formas teve inicio no século Il
a. C., na antiga Babilonia, para a producdo de tijolos, impermeabilizacdo de potes
ceramicos, pavimentacdo de ruas, embalsamento de mortos e atividades bélicas
(MARTINS et al., 2015). Nessa época (e durante muito tempo) a populacéo utilizava,
principalmente, o 6leo de baleia e o carvdo como matéria-prima. Com o passar dos
anos, veio a descoberta da destilacdo do petréleo, processo responsavel pela
producdo de querosene. A partir de entdo, o petroleo passou a ser utilizado com
mais frequéncia, tornando-se comercialmente viavel a partir do século XIX,

especialmente em motores movidos a gasolina e diesel (THOMAS et al., 2004).

Em 1850, o escocés James Young descobriu que o petréleo poderia ser
extraido do xisto betuminoso e do carvao, elaborando alguns processos para a sua
producdo e, 14 anos depois, os Estados Unidos ja contavam com mais de 500
empresas relacionadas ao petroleo (MARTINS et al., 2015).. O inicio da
industrializacdo e o crescente desenvolvimento econdmico proporcionado pela
Revolucéo Industrial resultaram no aumento substancial das demandas de recursos,
de producéo e de tecnologia (NASCIMENTO et al., 2014).

Com a crescente intensificagdo do seu uso como fonte de energia, em pouco
tempo o petréleo tornou-se uma importante matriz energética para diversos paises,
0 que resultou no aumento de impactos ambientais como poluicdo atmosférica e
aquética, além da diminuicdo das reservas de 6leo. Com isso, a preocupacao

ambiental se tornou cada vez maior, bem como a quantidade de estudos
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relacionados ao controle de impactos ambientais, a recuperacdo de 4&reas
degradadas e contaminadas e fontes alternativas de energia (NASCIMENTO et al.,
2014).

A dependéncia de fontes ndo renovaveis, a grande quantidade de residuos
gerados - principalmente pelo uso do petroleo e do carvao, e a concentracdo de
depdsitos em regides especificas do mundo sdo alguns fatores que chamam a
atencdo para o desenvolvimento de novas politicas energéticas renovaveis
(FERNANDES, 2009) com o intuito de minimizar a dependéncia das reservas
fésseis, bem como manter a sustentabilidade econdmica e ambiental (SINGH et al.,
2011).

Embora atualmente existam inimeras formas de geracdo de energia limpa e
renovavel, o petréleo continua sendo a principal matriz energética mundial. A sua
enorme utilizac@o traz diversos riscos ndo s6 ao meio ambiente, mas também a
saude humana, visto que boa parte dos acidentes envolvendo derramamento de
6leo ocorre no ambiente marinho (Pl et al., 2015). Os impactos causados afetam a

fauna e flora, podendo alcancar as zonas costeiras e, por fim, o homem.

Por definicdo, o petréleo € um combustivel fossil viscoso, com coloracéo
geralmente escura, formado a partir da matéria organica de organismos e vegetais
sedimentados que sofreram inUmeras transforma¢des ao longo dos anos. Embora
pareca simples, o processo de formagdo depende da ocorréncia simultanea de
algumas condi¢bes geoldgicas na bacia sedimentar, tais como a existéncia de rocha

geradora, rocha reservatorio e rocha selante (MILANI et al., 2001).

s

De forma geral, o petrdleo € constituido, em sua maior parte, por
hidrocarbonetos em quantidades variaveis, enquanto que a parte restante é
composta por substancias mais solUveis. A composicdo e as caracteristicas dos
hidrocarbonetos dependem da composicdo da matéria organica, das variaveis

termodinamicas e dos processos de biodegradacdo (FERNANDES, 2009).

Segundo Das et al. (2011), os hidrocarbonetos do petroleo podem ser divididos
em quatro classes: saturados, aromaticos, asfaltenos e resinas, sendo as duas

primeiras mais leves e as duas ultimas mais pesadas. A fracdo dos compostos
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saturados inclui os alcanos e os cicloalcanos; a fragcdo dos aromaticos inclui os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e os hidrocarbonetos mono-
aromaticos. As fracdes das resinas e asfaltenos incluem as moléculas polares que
possuem nitrogénio, enxofre e oxigénio na sua composicao - fendis, acidos graxos,

ésteres e amidos, respectivamente.

As caracteristicas quimicas do petréleo estdo relacionadas a sua estrutura e
composicdo quimica. De forma geral, o petrdleo consiste em uma mistura de: (1)
hidrocarbonetos; (2) compostos de nitrogénio; (3) compostos de oxigénio; (4)
compostos de enxofre; e (5) compostos metélicos (SPEIGHT et al., 2018). Por
serem geralmente substancias apolares, os compostos organicos do petréleo sao,
em grande parte, hidrofébicos, o que diminui sua capacidade de solubilizacédo
(RIOS, 2014). Consequentemente, quando lancados no ambiente aquatico, 0s
hidrocarbonetos tendem a se acumular nos organismos e no sedimento, o que

aumenta a sua persisténcia e o impacto no ambiente.

As propriedades fisicas do 6leo sdo volatilidade (facilidade da substancia de
passar do estado liguido ao estado gasoso e esta relacionada a capacidade de
destilacdo do 6leo), viscosidade (resisténcia da substédncia ao escoamento e
dependente da temperatura e da quantidade de fracbes leves), ponto de fluidez
(temperatura abaixo da qual o 6leo nao ir& flui), tenséo superficial (forca de atracéo
entre as moléculas superficiais), ponto de ignigcdo (temperatura minima para
ocorréncia da combustdo) e solubilidade (capacidade de uma substancia se

dissolver em um dado solvente) (SZEWCZYK, 2006).

2.2 ACIDENTES COM PETROLEO EM AMBIENTES COSTEIROS

O aumento da demanda energética global tem resultado no aumento da
extracdo e transporte do Oleo bruto no mar, tornando os ambientes marinhos
especialmente susceptiveis ao risco cada vez maior de derramamentos de 6leo (PI
et al., 2015). Logo, grandes volumes de 6leo e produtos do petréleo podem ser
lancados nos oceanos, causando sérios danos a vida marinha - e,

consequentemente, a saude humana.
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Segundo Carrera-Martinez et al. (2011), a contaminacdo aquética é uma
importante causa da crise na biodiversidade e, nesse sentido, esses derrames
acidentais sdo um dos problemas ambientais mais preocupantes. De acordo com
Jacques et al. (2007), as atividades de producdo de carvao vegetal, de extracdo e
gaseificagdo do carvao mineral e a cadeia de extragao, transporte, refino,
transformacao e utilizacdo do petrdleo e seus derivados sao também responsaveis

pela introducdo de grandes quantidades de HPAs no ambiente.

A poluicdo ambiental € uma das principais ameacas ao homem e o0s
derramamentos de 6leo representam uma séria preocupacdo no mundo de hoje
(HAMOUDA et al., 2016). A degradacao desse 6leo em ecossistemas naturais ainda
€ complicada e a utilizacao de técnicas quimicas, fisicas (ou mecanicas) e bioldgicas

vem sendo realizada com o intuito de promover a limpeza da area contaminada.

Os derramamentos de 6leo em ambientes aquéaticos podem ocorrer por meio
da descarga de petréleo bruto, de seus derivados - gasolina, querosene, diesel ou
0leo de navios tanque ou de combustiveis mais pesados utilizados por grandes
embarcacoes; de alguma falha ocorrida em plataformas de exploracdo offshore; de
acidentes em dutos ou durante processos de producdo, além do derramamento de
efluentes que contenham 6leo como agua de producdo e &agua de lastro, por
exemplo (SPEIGHT et al., 2018).

O destino do petroleo bruto derramado no mar depende tanto do clima
predominante quanto da composi¢cdo do 6leo, mas seu impacto ambiental € mais
severo ao atingir o litoral, especialmente em habitats de baixa energia, como lagoas
e restingas (MCGENITY et al., 2012). Além disso, o impacto dos hidrocarbonetos

(especialmente os HPAS) na vida selvagem e no pescado pode durar muito tempo.

Quando o petroleo ou seus produtos sdo liberados no ecossistema, eles estao
sujeitos a uma série de processos quimicos, fisicos ou bioldégicos que ocorrem
naturalmente e que modificam sua composicdo, suas propriedades fisicas e,
consequentemente, a velocidade na qual ocorrerd a biodegradacdo e sua
persisténcia no meio (SPEIGHT et al., 2018). Essas altera¢des, conhecidas como

intemperismo, sao influenciadas por fatores como caracteristicas do Oleo,
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hidrodinamica e temperatura do local afetado, incidéncia solar, disponibilidade de

nutrientes, comunidade microbiana, entre outros.

Os processos de intemperismo mais importantes sao:

Espalhamento: movimento horizontal do 6leo na superficie da agua
devido a gravidade especifica, friccdo, viscosidade e tensdo superficial.
E, provavelmente, o processo mais importante apds um derrame, pois a
medida que o 6leo se espalha, ele aumenta a sua area de superficie do
derramamento e diminui a sua espessura, facilitando a evaporacéo e
dissolucéo (SPEIGHT et al., 2018).

Evaporacdo: é, geralmente, o processo mais importante durante as
primeiras 48 horas apds o derrame, visto que ocorre a volatilizacdo de
compostos de baixo e médio peso molecular. Depende de fatores como
composicdo do Oleo, area de superficie e propriedades fisicas,
velocidade do vento, temperatura do ar e do mar, turbuléncia e
intensidade da radiacdo solar. Pode durar até 2 semanas e estima-se
que 1 a 2/3 do 6leo sejam eliminados durante este periodo (SPEIGHT et
al., 2018).

Dissolucdo: ocorre durante as primeiras 24 horas e € 0 processo no
qual os hidrocarbonetos de baixo peso molecular sdo perdidos do 6leo
para a coluna d'agua. A sua importancia esta relacionada as fracoes
ligeiramente sollveis em agua (como benzeno e tolueno) uma vez que
sdo toxicas para 0s organismos marinhos. A extensdo da dissolucao
depende da solubilidade do oOleo, das condi¢cdes climaticas e das
caracteristicas do local do derramamento (SPEIGHT et al., 2018).

Foto-oxidagcdo: na presenca de oxigénio, a luz solar pode transformar
alguns hidrocarbonetos do petréleo em compostos de oxigénio - como
aldeidos e cetonas, e, finalmente, em &cidos carboxilicos de baixo peso
molecular, alterando a solubilidade do o6leo derramado. Essas
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transformacdes podem resultar em compostos mais soluveis e mais
resistentes a degradacdo, embora esse processo ocorra enquanto tiver
Oleo derramado (SPEIGHT et al., 2018).

Emulsificacdo: processo onde ocorre a incorporacdo de agua no 6leo,
resultando no espessamento e no aumento do volume de poluentes,
além de poder reduzir outros processos intempéricos. O maior volume
de emulsbes ¢é normalmente formado na primeira semana do
derramamento. A formacdo e estabilidade das emulsbes estao

relacionadas a composi¢ao quimica dos 6leos (SPEIGHT et al., 2018).

Dispersdo natural: € o segundo processo mais importante e mais
significativo durante as primeiras 10 horas apds o derrame. Através da
acdo das ondas, a mancha de 6leo superficial se quebra em goticulas,
que se misturam e se espalham na coluna d'agua, aumentando a area
de contato 6leo-agua. Pode influenciar as taxas de biotransformacédo do
6leo aumentando o contato entre o 6leo e 0s microrganismos e/ou
aumentando as taxas de dissolucdo dos componentes mais sollveis
(SPEIGHT et al., 2018).

Biodegradacdo: consiste na degradacdo do O6leo através de
microrganismos, tais como bactérias, fungos e algas e inclui a ingestao
pelo zooplancton, a absor¢do por animais aquaticos e a bioturbacdo. A
taxa de biodegradacdo depende das caracteristicas fisico-quimicas do
Oleo (estrutura e peso molecular, por exemplo), da biota e de condi¢des
ambientais como temperatura, disponibilidade de nutrientes
(principalmente nitrogénio e fosforo), disponibilidade de oxigénio e a

area de superficie na interface 6leo-agua (SPEIGHT et al., 2018).

Sedimentagdo: esse processo esta relacionado a associagdo do 6leo
com o material particulado em suspensao presente na coluna d'agua,

geralmente em regibes mais proximas a costa. Ap0s a associagao,
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esses agregados podem afundar e sedimentar no fundo marinho.
Caracteristicas como tipo e tamanho do sedimento, salinidade, teor de
matéria organica e a hidrodindmica do ambiente afetam a taxa de
adsorcdo-dessorcdo do petroleo sobre o material particulado,

influenciando a taxa de sedimentacao (SPEIGHT et al., 2018).

Como foi dito anteriormente, os processos de espalhamento, evaporacao,
dissolucéo, emulsificacédo e dispersado natural sdo 0s mais importantes nos primeiros
dias apds a ocorréncia do derrame, enquanto que a foto-oxidacéo, a biodegradacao
e a sedimentacdo sdo processos de longo prazo. Os processos intempéricos estao
ilustrados na figura 1.

Figura 1 - Processos intempéricos sofridos pelo petréleo no ambiente aquético.
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Fonte: adaptado de Speight et al. (2018).

2.3 REMEDIAGCAO E ALGUMAS TECNICAS CLASSICAS

A escolha do melhor método de limpeza depende de fatores como a magnitude

do derramamento ou nivel de contaminacdo, das caracteristicas do petréleo
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(principalmente a viscosidade, pois esta vai influenciar a taxa de espalhamento da
mancha), do tipo de substrato e da sensibilidade dos organismos existentes no local
afetado, a fim de evitar o agravamento dos impactos tanto para o ambiente quanto
para os organismos (RIOS, 2014). Além desses fatores, a questdo financeira

também deve ser levada em conta no momento da escolha.

Os métodos fisicos ou mecanicos incluem a remoc¢édo manual do poluente, o
uso de materiais absorventes, o uso de barreiras de contencéo (a fim de evitar o
espalhamento da mancha, confinando-o ou direcionando a mancha de petréleo para
locais mais favoraveis a degradacédo ou menos vulneraveis), bombeamento a vacuo
e uso de skimmers (equipamentos que retiram o petréleo da superficie da agua
através da succédo) (SZEWCZYK, 2006).

Os métodos quimicos envolvem a utilizacdo de dispersantes quimicos,
produtos responsaveis por "quebrar" o petréleo em particulas menores, facilitando a
taxa de degradacdo do poluente (RIOS, 2014). Por outro lado, a utilizacdo desses
dispersantes pode aumentar a toxicidade do petréleo, resultando em efeitos mais

graves sobre a fauna marinha (HODSON et al., 2018).

2.4 BIORREMEDIACAO

Dentre o0os meétodos biolégicos, destacam-se a fitorremediagdo e a
biorremediacdo. O primeiro baseia-se no uso de plantas e organismos associados
para a limpeza de areas contaminadas (MOREIRA, 2011). Tais microrganismos
absorvem e/ou transformam os poluentes em compostos menos perigosos para o
ambiente, além de reduzir seu potencial de migracdo para outras localidades
(JACQUES et al., 2009).

O segundo consiste na utilizacdo de microrganismos para remogao ou
metabolizacdo de substancias toxicas, carcinogénicas e mutagénicas em compostos
nao téxicos (HAMMED et al., 2016). Quando comparada aos métodos classicos, a
biorremediagéo vem sendo reconhecida como uma fonte alternativa para a remocéo

de poluentes (principalmente os derivados do petrdleo) por ser economicamente
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viavel e por reduzir os impactos causados (Pl et al., 2015), além de ser

ambientalmente correta.

O sucesso da biorremediacdo de uma area impactada apds o derramamento
depende do estabelecimento e manutencdo de condicbes favoraveis a
biodegradacdo do petr6leo no ambiente marinho (DAS et al., 2011). Além da
existéncia de microrganismos Oleo-degradadores, fatores como condi¢cbes
ambientais (disponibilidade de oxigénio e de nutrientes, pH, temperatura,
luminosidade, salinidade, fontes de C e N), caracteristicas fisicas e quimicas do
petréleo, area de superficie e disponibilidade do poluente irdo influenciar as taxas de
degradacéo e, consequentemente, o sucesso da biorremediacdo (HARITASH et al.,
2009; DAS et al., 2011; Pl et al., 2015; VARJANI et al., 2017).

Além dos fatores citados acima, a escolha do microrganismo que podera ser
utilizado na biorremediagéo da area contaminada deve levar em consideracdo a sua
capacidade de degradacdo do poluente e 0 tempo para que esse processo ocorra
(NASCIMENTO et al., 2014). A propensao a degradacao dos hidrocarbonetos pelos
microrganismos segue, geralmente, tal ordem: alcanos lineares, alcanos

ramificados, aromaticos pequenos e alcanos ciclicos (DAS et al., 2011).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, conhecidos pelos seus efeitos
carcinogénico e mutagénico, sdo considerados altamente téxicos (HAMOUDA et al.,
2016) e a sua insercdo no meio ambiente esta associada a atividade antropica,
principalmente através das atividades petroliferas (JACQUES et al., 2007). Devido a
sua complexa estrutura quimica e baixa solubilidade em agua, os HPAs néo sao
degradados pela maioria dos microrganismos (JOHNSEN et al., 2005),
principalmente os de alto peso molecular (DAS et al., 2011), tornando-se

persistentes no ambiente.

A biodegradacao de poluentes ambientais vem sendo estudada ao longo dos
anos e, de acordo com Semple et al. (1999), no ambiente aquatico, os poluentes
organicos podem ser biodegradados por uma série de organismos, porém oS
estudos se concentram, quase que exclusivamente, no papel dos fungos e bactérias.

Ainda assim, por serem organismos bastante adaptaveis, as microalgas e as
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cianobactérias vém sendo estudadas devido a sua capacidade de crescimento na
presenca desses poluentes, podendo ser utilizadas na biodegradacdo e

biotransformacao desses compostos (HAMOUDA et al., 2016).

A ficorremediacdo € uma técnica de remediacdo que consiste na utilizacdo de
algas ou microalgas na remocéo ou biotransformacdo de poluentes. Em relacéo a
outros organismos, as microalgas sao capazes de utilizar carbono organico e
inorganico como substrato para realizar a fotossintese (HAMMED et al., 2016), além

de ser um ciclo autossustentavel.

De acordo com Ammar et al. (2018), as microalgas tem se mostrado
importantes na remocao de certos agentes quimicos (metais pesados e materiais
organicos complexos) de diferentes tipos de efluentes como aguas residuais e
efluentes domésticos, por exemplo. Além desses compostos, as microalgas também
sdo capazes de utilizar pesticidas, hidrocarbonetos e cianetos como fontes de
nitrogénio e carbono (HAMMED et al., 2016).

A parede celular das microalgas, composta por estruturas de carboidratos que
sdo capazes de bioabsorver agentes téxicos, torna esses organismos
potencialmente adequados na mitigacdo de diversos compostos, como fésforo,
metais pesados e outros compostos poluentes (HAMMED et al., 2016). Portanto,
entender o papel das microalgas na biodegradacédo de hidrocarbonetos auxiliara na
tomada de decisdes acerca das melhores técnicas de remediagdo que serdo
aplicadas em campo (JACQUES et al., 2009).

Experimentos realizados por Walker et al. (1975) com o intuito de verificar a
degradacdo de hidrocarbonetos do petréleo utilizando a alga Prototheca zopfii
mostraram que entre 38-60% dos hidrocarbonetos saturados alifaticos do petréleo
bruto e 12-41% dos compostos aromaticos foram degradados, sugerindo a eficacia
dessa espécie na degradacdo de compostos do petroleo em diferentes niveis
(SEMPLE et al., 1999). Cerniglia et al. (1980) observaram, pela primeira vez, a
demonstracdo de que a habilidade de oxidar hidrocarbonetos arométicos é
generalizada no reino das algas. Os estudos realizados por Cao et al. (2013)
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mostraram que a taxa de degradacao do petréleo bruto pelas microalgas foi superior
a 35%.

El-Sheekh et al. (2013) observaram que, além de ambas as espécies de
microalgas estudadas serem capazes de crescer sob condi¢cdes heterotroficas
utilizando o petréleo bruto como fonte de carbono, elas também conseguiram
degradar n-alcanos e HPAs (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos). Mais
recentemente, Kalhor et al. (2017) mostraram através de um experimento
laboratorial que a Chlorella vulgaris apresentou resisténcia aos poluentes e
habilidade na remediacéo de hidrocarbonetos do petréleo bruto (94% dos compostos
leves e 88% dos compostos pesados em 14 dias).

Os resultados, embora tenham sido positivos em escala laboratorial, podem ser
significativamente menores em campo, visto que as condi¢cdes reais ndo podem ser
simuladas (DAS et al, 2011).

2.5 MICROALGAS

As microalgas sdo organismos unicelulares fotossintéticos, de ocorréncia global
e que desenvolvem importante papel como produtores primarios em sistemas
marinhos e de agua doce (FARIA et al., 2012). De acordo com Converti et al. (2009),
esses organismos utilizam a energia luminosa e o dioxido de carbono de forma mais
eficaz do que as plantas para a producdo de biomassa. Por serem organismos
resilientes, conseguem sobreviver em condi¢cdes adversas por meio da aclimatacao
fisica, porém quando o estresse ambiental excede seus limites fisiologicos, sua
sobrevivéncia depende exclusivamente da adaptacdo evolutiva (CARRERA-
MARTINEZ et al., 2011).

Apresentam ciclos de vida curtos, além de acumular grandes quantidades de
lipidios (quando submetidos a condicdes adequadas de crescimento) e néao
necessitar de terras férteis para o seu cultivo, o que torna viavel a sua utilizacdo na

tentativa de suprir a demanda mundial por alimento, racdo e novas formas de
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energia (BAUMGARDT et al., 2015). Também sdo importantes na remoc¢do do CO,

antropogénico, visto que o utilizam como fonte de carbono para o seu crescimento.

De forma geral, o estudo das microalgas vem chamando bastante atencao
devido a versatilidade em relacdo a aplicacio desses organismos (VALDES et al.,
2012) para producdo de biocombustiveis, fertilizantes, ragcdo animal, pigmentos,
farmacos, cosmeéticos, purificacdo de aguas residuais, entre outras (SOSTARIC et
al., 2012). Sao consideradas uma excelente fonte de proteinas, carboidratos e
vitaminas, sendo utilizadas na dieta humana devido ao seu valor nutricional
(CARRERA-MARTINEZ et al., 2011).

O crescimento de uma populacédo de microalgas depende de fatores biol6gicos
(taxas metabdlicas da espécie em questdo, presenca de organismos contaminantes
e ciclo de vida) e fisico-quimicos (luminosidade, pH, salinidade, temperatura e
disponibilidade de nutrientes) (OHSE et al., 2008). Tais fatores também influenciam
a composicao bioquimica da microalga e, consequentemente, as biomoléculas com

valor agregado também podem sofrer alteracfes (SCHULZE et al., 2016).

A tolerancia apresentada pelas microalgas no que diz respeito a contaminacao
humana €& extremamente relevante, uma vez que esses organismos Sao
considerados o0s produtores primarios do ecossistema aquatico (CARRERA-
MARTINEZ et al., 2011). Nesse sentido, os efeitos do petrdleo e de seus compostos
vém sendo estudados amplamente e os resultados séo variaveis. Sob condictes
laboratoriais, as microalgas marinhas demonstram ter capacidade de acumular altos
niveis de petréleo bruto, mesmo quando a concentragéo é baixa (GARR et al., 2014)
e, segundo EI-Sheekh et al. (2013), a capacidade de degradacdo de poluentes

organicos pelas algas justifica 0 seu crescimento na presenca desses poluentes.

Ainda de acordo com Garr et al. (2014), as espécies de microalgas reagem de
formas distintas, estando sujeitas a efeitos mais severos e 0s impactos causados
pelo petroleo (e pelos dispersantes, caso sejam utilizados) nos niveis troficos
inferiores sdo mais duradouros, podendo afetar o pescado e, consequentemente, a
saude humana. Tais resultados, segundo Carrera-Martinez et al. (2011), dependem
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das caracteristicas do petroleo, do tipo de ecossistema impactado, da influéncia dos
dispersantes, da hidrodinamica local, entre outros.

2.6 CULTIVO EM LARGA ESCALA E FOTOBIOREATORES

No que diz respeito a producdo de microalgas em larga escala, o problema
mais crucial esta associado aos altos custos de producdo tanto em relagdo a
implantacdo quanto a producdo de biomassa (energia, mao de obra, nutrientes,
etc.), além do risco de contaminacdo dos cultivos (OHSE et al., 2008). Uma das
alternativas para tentar reduzir os custos estd na utilizacdo de residuos (efluentes
domésticos e industriais e agua de producao, por exemplo) como meios de cultivo
(REYIMU et al.,, 2017), visto que sao efluentes ricos em matéria organica e

nutrientes.

Além dos problemas citados acima, vale ressaltar que, para o cultivo em larga
escala, além de desenvolver sistemas sustentaveis e competitivos, € necessario
escolher espécies de microalgas que influenciem de forma positiva qualquer fase do
processo global de producdo, desde a producdo de biomassa até a extracdo de
lipidios e, posteriormente, a valorizagcdo como biocombustivel (VAN VOOREN et al.,
2012). A producédo em larga escala de microalgas do género Nannochloropsis em
diversos tipos de fotobiorreatores fechados vem sendo estudada a fim de definir as
condicdes 6timas de cultivo desse microrganismo (SPOLAORE et al., 2006) que, até

entdo, nao foram claramente definidas.

O fotobiorreator € um sistema que utiliza a luz para cultivo de organismos em
pequena ou larga escala e confeccionado em materiais transparentes para permitir a
penetracdo de luz, condigdo fundamental para o crescimento das microalgas. Dentre
as vantagens desse sistema, estao: (i) menor risco de contaminagao por organismos
nocivos; (ii) taxa de crescimento das microalgas € mais elevada quando comparada
aos sistemas abertos; (iii) microalgas podem ser cultivadas ao longo do ano
implantando sistemas de aquecimento, resfriamento e iluminacdo artificial; e (iv)
variaveis como temperatura, luminosidade, pH e CO, sdo mais faceis de serem
controladas (GUIMARAES, 2012).
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Atualmente, existem diversos tipos de fotobiorreatores - tubulares, de placas
planas, airlift, e a escolha do modelo necessério deve levar em consideragéo fatores
como as propriedades intrinsecas da espécie cultivada, condi¢cbes climaticas
(temperatura, luminosidade e pH) e o custo envolvido (GUIMARAES, 2012). Neste
trabalho, foram utilizados erlenmeyers com capacidade de 1 litro como
fotobiorreatores para simulagao do experimento.
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3 JUSTIFICATIVAS

O género Nannochloropsis, distribuido globalmente nos oceanos e pertencente
ao picoplancton marinho (2-5 pum de diametro), desenvolve papel importante nos
ciclos mineral e do carbono (HAMIDI et al., 2014). De acordo com Liu et al. (2017),
as espécies desse género, embora ndo acumulem amido, sdo Otimas fontes de
acidos graxos poli-insaturados e podem ser utilizadas na producdo do acido
eicosapentaenoico para prevencdo de doencas humanas e producdo de biodiesel.
Por ser uma excelente fonte de proteinas, carboidratos e vitaminas, também sao

reconhecidas na dieta humana.

A Nannochloropsis oculata, uma das seis espécies do género, € uma pequena
alga verde unicelular, fototréfica, esférica ou levemente ovoide, presente em agua
marinha e doce, com diametro entre 2-5 um e auséncia de clorofila b (HAMIDI et al.,
2014). Caracteristicas como altas taxas de crescimento, resisténcia a condi¢oes
ambientais adversas (salinidade, temperatura, deficiéncia de nutrientes e presenca
de contaminantes) e alta produtividade lipidica a tornam altamente recomendavel
para cultivos em larga escala e para a producdo de biocombustiveis (RIBEIRO et al.,
2016).

Essa espécie vem despertando interesse comercial devido ao alto conteddo de
Oleo e de &cidos graxos poli-insaturados e, segundo Zhu et al. (2013), o teor de 6leo
pode variar entre 8 e 50% (maior do que plantas oleaginosas) de acordo com a fase
de crescimento, concentracdo de CO, e nitrogénio e temperatura no meio de cultura.
Além desses fatores, essa espécie € relativamente facil de ser cultivada e apresenta

elevadas taxas de crescimento celular (RA et al., 2015).

Durante as pesquisas para composicdo do referencial teérico deste trabalho,
observou-se que, na literatura, existem algumas publicacbes (tabela 1) sobre
biorremediacdo e biodegradacdo de hidrocarbonetos do petroleo utilizando

microalgas.
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Tabela 1 - Trabalhos utilizando microalgas para biorremediacdo e/ou
biodegradacéo de hidrocarbonetos do petrdleo.

MICROALGA REFERENCIA

Prototheca zopfii Walker et. al., 1975

A. guadruplicatum, Amphora sp., Anabaena sp.,
Aphanocapsa sp., C. angulosa, C. autotrophica,
C. sorokiniana, C. elabens, Cylindrotheca sp.,
D. tertiolecta, M. chthonoplastes, Nostoc sp.,
Oscillatoria sp., P. fascia, P. cruentum e U.
fasciata
Aphanocapsa sp., C. autotrophica, C. elabens,
D. tertiolecta, Oscillatoria sp., S. obliquus, S.
elongatus e V. aureus

Cerniglia et al., 1980

Cao et al., 2013

C. vulgaris e S. obliquus El-Sheekh et al., 2013
Dicrateria sp., P. tricornutum e S. costatum Pi et al., 2015
A. oryzae e C. kessleri Hamouda et al., 2016
Chlorella vulgaris Kalhor et al., 2017
I. galbana e N. oculata Ammar et al., 2018

Quando se trata da utilizacdo (de forma geral) da Nannochloropsis oculata, a
guantidade de material disponivel é ainda menor. Dentre as publicacfes disponiveis,
menos de um terco sdo relacionados ao petroleo — por exemplo, para producéo de
biodiesel (CONVERTI et al., 2009; FARIA et al., 2012; LIU et al., 2017), tratamento
de efluentes (GALINDRO et al.,, 2015) e cultivo em agua residual e em agua de
producdo (AMMAR et al., 2018; SIRIN et al., 2015).

Considerando a vulnerabilidade dos ambientes marinhos a ocorréncia de
derrames de petroleo anteriormente explanado e o aumento no interesse de técnicas
de biorremediacdo, esse trabalho se mostra relevante nesse segmento para uma
melhor compreensdo do comportamento dessa espécie na presenca do petrdleo e,
caso necessario, possiveis utilizagdes da Nannochloropsis oculata na

biorremediacdo de areas impactadas. Além disso, este trabalho pode ser
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considerado pioneiro nessa é&rea, visto que ndo existe material na literatura

utilizando essa espécie de microalga para a finalidade aqui proposta.

Se tratando da remediac&o do petréleo em aguas, € importante destacar que o
ideal seria utilizar fotobiorreatores com agua residual, uma vez que € possivel se ter
um maior controle das microalgas utilizadas. Além disso, a biomassa gerada ao
longo do tratamento pode ser reaproveitada para producdo de biodiesel ou para

extracdo de compostos de alto valor agregado.
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4 OBJETIVOS
4.1 GERAL

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da microalga
Nannochloropsis oculata na biodegradacdo de petrdleo proveniente da Bacia de

Campos em 4guas marinhas por meio de um experimento em escala laboratorial.

4.2 ESPECIFICOS

- Monitorar temporalmente a capacidade de microalgas em biodegradar

petréleo em aguas marinhas;

- Avaliar a cinética de crescimento temporal de células da Nannochloropsis

oculata em aguas marinhas;

- Avaliar o contetdo de hidrocarbonetos totais de petréleo em amostras de
aguas marinhas dos experimentos mediante a analise de cromatografia liquida em

coluna aberta e gasosa (CG-FID).
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 PROPAGACAO DAS MICROALGAS

A fim de obter um volume suficiente para a realizacdo do experimento, as
células microalgais foram cultivadas durante 10 dias no Laboratério de Bioenergia e
Catélise (LABEC/UFBA). Utilizando uma pipeta graduada, cerca de 100 ml de cepas
de microalgas foram transferidos para um erlenmeyer com meio de cultivo Conway
(Walne, 1979). Em seguida, o erlenmeyer foi submetido a aeracdo e luminosidade

constantes durante o periodo de crescimento (10 dias).

5.2 EXPERIMENTO PARA AVALIACAO DA BIODEGRADACAO

A montagem do experimento foi dividida em duas etapas. A primeira etapa
consistiu nos procedimentos laboratoriais (adicdo das microalgas, do petrdleo e do
sistema de mangueiras), realizados na Unidade de Microbiologia do LEPETRO
(NEA/UFBA) na camara de fluxo laminar. A segunda etapa, ou seja, a finalizacdo da
montagem (organizacdo na estante e instalacdo dos compressores de ar), assim
como o biomonitoramento, foi realizada no Greenlab, situado no Prédio de Aulas 1

da Universidade Salvador (Unifacs).

O experimento para avaliar a biodegradacdo do petréleo foi realizado em
reatores de 1L, onde cada reator continha 800 mL de agua salina natural e 80 mL de
cepa microalgal, variando apenas o volume de petroleo utilizado — CO indica O pL,
Clindica 45 pL e C2 indica 90 pL de petrdleo.

Os reatores CT1 e CT2 foram considerados controles, pois continha apenas
agua salina natural e petroleo (C1 e C2). Os reatores CO continham agua salina
natural e microalgas; os reatores C1 continham agua salina natural, microalgas e 45
uL de petréleo; e os reatores C2 continham agua salina natural, microalgas e 90 pL
de petrdleo (Figura 2). Os reatores C0O, C1 e C2 foram feitos em triplicatas e as

amostragens foram realizadas em quatro tempos (TO, T8, T15 e T22).
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Figura 2 - Desenho experimental.
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5.2.1 Coleta, filtracéo e esterilizacdo da dgua salina

Para a coleta da agua salina natural (Figura 3), realizada na manha do dia 21
de junho de 2018 na praia do Porto da Barra, foram utilizadas garrafas ambar de 4
litros cada. Apés a coleta, as garrafas foram transportadas para o Laboratério de
Estudos do Petroleo (LEPETRO/NEA/UFBA) e mantidas em temperatura ambiente
até a esterilizacéo.
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Figura 3 - Coleta de 4gua salina.

Fonte: autor (2018).

Antes da montagem do experimento, a agua salina foi filtrada utilizando um
sistema de filtracdo a vacuo e filtros de fibra de vidro (Whatman, 47 mm de diametro
e porosidade de 1,6 um) (Figura 4). Em seguida, cerca de 800 mL desta agua salina
filtrada foram transferidos para cada um dos 11 erlenmeyers, que foram vedados e
colocados na autoclave vertical (marca Prismatec e capacidade interna de 137 litros)
durante 20 minutos a 120°C para esteriliza¢do. Por fim, o material foi transportado a
Unidade de Microbiologia do LEPETRO até atingir a temperatura ambiente posterior
montagem dos experimentos.
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Figura 4 - Filtragdo da agua salina em laboratorio.

Fonte: autor (2018).

5.2.2 Adicao do petréleo e das microalgas

A montagem do experimento foi concluida no dia 26 de junho de 2018 e os
procedimentos restantes (adicdo do petréleo, das cepas e do sistema de mangueiras
e vedacdo do sistema, além da amostragem para contagem celular e
espectrofotometria) foram realizados dentro da camara de fluxo laminar a fim de
evitar contaminacao.

O petroleo utilizado no experimento foi o da Bacia de Campos devido a sua
importancia para o Brasil, uma vez que representa o principal combustivel féssil
produzido e refinado no pais, além de possuir menor viscosidade relativa aos outros
petréleos disponiveis. Esse petrleo possui densidade de 0,881423 g cm™ (RIOS,
2014) e as massas utilizadas foram de 0,04g (C1) e 0,08g (C2). Através da relagéo
v = m/d (v=volume, m=massa, d=densidade), foi possivel determinar o volume de
petréleo (a saber, 45uL e 90uL) que foi adicionado com o auxilio de uma micropipeta
automatica.
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Apéds a adicdo do petroleo, os fotobiorreatores foram levemente agitados a fim
de melhorar a dispersdo do petroleo e, em seguida, foram adicionadas as
microalgas (Figura 5). O sistema de mangueiras e filtros foi acoplado em cada
erlenmeyer para promover a aeracdo do sistema e, por fim, os erlenmeyers foram

vedados e transportados para o Greenlab (Unifacs) para conclusao da montagem.

Figura 5 - Adicdo das cepas de microalgas em erlenmeyer com petréleo e agua

salina.

Fonte: autor (2018).

No Greenlab (Unifacs), os erlenmeyers foram dispostos em uma estante com
iluminagdo artificial acoplada, de forma que todos estivessem submetidos a um
fotoperiodo integral e a mesma intensidade luminosa. Por fim, o sistema de
mangueiras foi acoplado a um compressor com fluxo de ar constante de 3 L min-1,

finalizando a montagem do experimento (Figura 6).
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Figura 6 - Estante com os fotobiorreatores do experimento.

Fonte: autor (2018).

5.2.3 Procedimentos de amostragem e monitoramento

O monitoramento foi realizado diariamente, avaliando as condicbes de
luminosidade e temperatura do laboratério, além de observar a ocorréncia de
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qualguer anormalidade. Também foi realizada a agitacdo manual de todos os

fotobiorreatores ao menos uma vez por dia para homogeneizagao da coluna d’agua.

No dia da montagem do experimento (ou seja, TO), com auxilio de uma pipeta
de Pasteur, foram retiradas aliqguotas de cada erlenmeyer controle para quantificar
os hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP) no inicio do experimento. As aliquotas
foram acondicionadas em garrafas @mbar e congeladas até o momento da extracao.
Também foram retiradas aliqguotas dos fotobiorreatores C0.1, C1.1 e C2.1 para

estimativa da densidade celular e posterior leitura no espectrofotémetro.

Para estimar a densidade celular e realizar a leitura no espectrofotometro, a
amostragem foi realizada diariamente nos fotobiorreatores C0.1, C1.1 e C2.1. Com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur, cerca de 1,5 mL de amostra foi coletada,
acondicionada em eppendorfs e congeladas (caso a estimativa ndo pudesse ser

feita no mesmo dia) até a realizacao da contagem.

Para determinacdo dos hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP), a
amostragem foi realizada em quatro tempos: TO, T8, T15 e T22. Utilizando uma
pipeta de Pasteur, uma aliquota de 50 mL foi retirada e acondicionada em garrafas
ambar. A pipeta foi lavada trés vezes com diclorometano (DCM) para garantir a
transferéncia total da amostra e, em seguida, a amostra foi congelada até o

momento da extracao.

5.3 METODOS ANALITICOS
5.3.1 Determinacao de hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP)

As analises dos hidrocarbonetos totais do petrdleo (HTP) geralmente sé&o
utilizadas para avaliar o grau de contaminacdo de uma area. A quantificacdo desses
hidrocarbonetos em meio aquoso foi feita através da extracéo do tipo liquido-liquido
a partir da metodologia de Moreira et al. (2015). ApOs a obtencdo das amostras, 0s
extratos foram lidos em cromatografo a gas Agilent, modelo 7890B, equipado com

coluna capilar DB-1 (comprimento 15 m, 0,25 milimetro ID, espessura do filme 0,25
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um) e detector de ionizagcdo de chama (GC-FID). As condi¢Bes cromatogréficas
foram: temperatura do detector de 300°C, temperatura inicial do forno a 40°C (por 2
minutos) numa rampa de 10°C min™* até 300°C por 12 minutos. O gas de arraste

utilizado foi o Hidrogénio a uma vazao de 1,0ml min™ e uma razao de split de 20:1.

5.3.2 Densidade celular

Durante todo o experimento, uma aliquota de 1,5mL foi retirada dos
erlenmeyers C0.1, C1.1 e C2.1 para estimativa da densidade celular. A contagem de
células foi realizada no Laboratério de Bioenergia e Catalise (LABEC/UFBA) através
de microscopia (microscopio Binocular AxioStar Plus, Zeiss) com auxilio de uma
Camara de Neubauer Dupla Espelhada. Apés a contagem, as aliquotas foram
transferidas para uma cubeta para determinacao no espectrofotdmetro. Ambos os

resultados foram utilizados para confeccao da curva de crescimento da microalga.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 HHDROCARBONETOS TOTAIS DO PETROLEO

Os resultados encontrados para HTP e MCNR para 0s experimentos controle
(dgua salina e petréleo) CT1 e CT2 sdo mostrados nas figuras 7 e 8.

Figura 7 - Concentracdes médias de HTP (mg L™) do experimento controle.
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Figura 8 - Concentracdes médias de MCNR (mg L™) do experimento controle.
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Os valores de HTP variaram entre 364 e 6.421mg L™ para CT1 e entre 11.226
e 23.081mg L™ para CT2. Os valores de MCNR variaram entre 303 e 4.922mg L™ e
entre 8.273 e 17.450mg Lt para CT1 e CT2, respectivamente.

Em experimentos para avaliar a degradacédo do petroleo, espera-se que haja
uma diminuicdo na concentracdo de HTP e aumento nos valores de MCNR. Caso
iISso ocorra, pode-se afirmar que 0os compostos mais leves estdo sendo degradados
— e como a MCNR pode ser utilizada para avaliar a degradacao, observa-se o seu

aumento.

No controle CT1, observa-se o aumento e a diminuicdo nos valores de HTP e
MCNR ao longo do experimento, o que pode caracterizar a degradacao de alguns
compostos ou, segundo Okpokwasili e Amanchukwu (1988), pode ser resultado da
evaporacao desses compostos ou de outros fatores que nao estejam relacionados

ao ataque e degradacao microbianos.

Para o controle CT2, os valores de HTP e MCNR aumentam com o passar do
tempo. Como nesse experimento a concentracdo de Oleo é maior, também é
necessario mais tempo para que a solubilidade do 6leo aumente e se torne mais
disponivel aos processos degradativos, o que justifica 0 aumento das concentracées

de HTP.

E importante ressaltar que, embora os valores encontrados no tempo 15 para o
experimento CT1 tenham sido muito pequenos, ndo se pode afirmar que houve
tamanha degradacao, uma vez que podem ter ocorrido erros durante a amostragem
ou no processo de extragcdo — tal suposicdo ndo pode ser confirmada, pois néo

houve triplicata do experimento controle.

Como as simula¢cfes ndo estavam submetidas a aeracdo, as mudancas nesses
valores ao longo dos dias pode ter sido causada pela acdo dos ions dissolvidos da

prépria dgua salina, que aumentou a solubilidade do petréleo com o tempo.

As tabelas 2 e 3 mostram as concentracdes dos isoprendides pristano e fitano
e das razbes pristano/fitano, pristano/n-C,7 e fitano/n-C1g do experimento controle
(agua salina natural e petréleo).
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Tabela 2 - Valores de pristano, fitano e razbes pristano/fitano, pristano/n-Cy; e

fitano/n-Cyg para CT1 em mg L™

Intervalos Pristano  Eitano Pristano/ Pristano/ Fitano/

Fitano n-Cq7 Nn-Cig
TO 58 37 1,57 0,87 0,54
T8 68 42 1,62 0,86 0,54
T15 <LQM <LQM NA NA NA
T22 14 14 1,00 0,80 0,80

Tabela 3 - Valores de pristano, fitano e razbes pristanoffitano, pristano/n-Cy; e

fitano/n-C.g para CT2 em mg L™

. . Pristano/ Pristano/ Fitano/
Intervalos Pristano Fitano ;
Fitano n-Cq7 n-Cig
TO 99 59 1,67 0,74 0,51
T8 144 97 1,48 0,77 0,56
T15 136 78 1,74 0,76 0,51
T22 226 129 NA NA 0,51

Para CT1, os valores de pristano e fitano aumentam e diminuem, enquanto que
para CT2 os valores oscilam, apresentando os maiores valores ao final do

experimento.

A razdo pristanof/fitano pode ser aplicada como indicador da origem dos
hidrocarbonetos no meio. Para isso, valores acima de 1 (geralmente entre 3 e 5)
indicam predominio de fonte biogénica (STEINHAUER E BOEHM, 1992), enquanto
que valores abaixo ou proximos a 1 indicam possivel contaminacdo por petréleo.
Embora os valores encontrados tenham sido superiores a 1, pode-se afirmar que
houve contribuicdo petrogénica, visto que ndo haviam microrganismos em ambos 0s

sistemas.

As razdes pristano/n-Cy; e fitano/n-C,3 sdo utilizadas para estimar o grau de
degradacdo do petréleo no ambiente — valores inferiores a 1 indicam presenca de
petrdleo degradado e valores superiores a 1 indicam petroleo recente/ndo
degradado (STEINHAUER E BOEHM, 1992). Para ambas as concentracdes, 0S

valores dessas razbes foram menores que 1, podendo-se afirmar que houve
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degradacdo do petréleo — fato comprovado pelo aumento nas concentragbes de
HTP e da MCNR.

Os resultados encontrados para HTP para ambas as concentracfes (C1 - 45uL
e C2 - 90uL) sado mostrados na figura 9. Os valores de HTP variaram entre 5.932 e
9.881mg L™ para C1 e entre 11.226 e 17.888mg L™ para C2.

Figura 9 - Concentracdes médias de HTP (mg L™) para as concentra¢des C1 e
C2.
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Walker et al. (1975) observaram que a microalga Prototheca zopfii era capaz
de degradar cerca de 40% do petrdleo bruto quando submetidas a condi¢cdes
apropriadas, degradando uma maior porcentagem de hidrocarbonetos saturados em
relacdo aos aromaticos. Cao et al. (2013) observaram, através de experimento
laboratorial, uma taxa de degradacdo do petréleo bruto de 29,5%, 22,4% e 18%
utilizando Scenedesmus obliquus, Oscillatoria sp. e Dunaliella tertiolecta,

respectivamente.

Analisando o grafico de HTP do experimento com microalgas, observa-se o
mesmo comportamento para ambas as concentracdes. Nos primeiros 8 dias de
experimento, 0 aumento nas concentracdes se deve ao aumento da solubilidade do
petréleo na agua, enquanto que a reducdo observada nos tempos 15 e 22 se deve

ao processo de degradacao pelas microalgas.
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Os resultados encontrados para a MCNR (mistura complexa nédo-resolvida)
para as concentragcfes C1 (45uL) e C2 (90uL) s&o mostrados na figura 10. Os
valores de MCNR variaram entre 2.334 e 4.986mg L™ e entre 5.591 e 9.641mg L™

para C1 e C2, respectivamente.

Figura 10 - Concentracdes médias de MCNR (mg L™) para as concentracdes Cl e
C2.
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Os resultados da MCNR seguem o mesmo padrao que os de HTP: aumento
das concentracbes nos dias iniciais e diminuicdo nos tempos finais. Embora o
esperado seja 0 aumento na concentracdo da MCNR, a diminuicdo encontrada
durante o experimento pode indicar que as microalgas possuem rotas metabdlicas
mais complexas quando comparadas com bactérias. Sendo assim, esses
microrganismos podem biodegradar compostos n&o-resolvidos e recalcitrantes,

corroborando com os resultados encontrados por Cao et al. (2013).

A degradacdo de compostos aromaticos foi observada, pela primeira vez, no
estudo realizado por Cerniglia et al. (1980), onde os autores observaram que a
capacidade de oxidacdo de hidrocarbonetos aromaticos é generalizada no reino das
algas. Posteriormente, outros pesquisadores descobriram que as algas sédo capazes
de oxidar diversos tipos de hidrocarbonetos (ndo s6 0os aromaticos) em componentes
menos prejudiciais, sugerindo seu potencial para degradacdo do petréleo pesado
(CAO et al., 2013).
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Vale ressaltar que a diversidade nas caracteristicas desses organismos
influencia nas suas capacidades de crescimento, adaptacao e reproducao, podendo
influenciar também nas taxas de biorremediacdo do Oleo (CAO et al.,, 2013).
Portanto, é importante analisar detalhadamente as caracteristicas dos organismos

gue seréo utilizados a fim de aperfeicoar os processos citados acima.

Os valores de fitano e pristano e das razbes pristano/fitano, pristano/n-Cy; e

fitano/n-C1g para ambas as concentracdes sdo mostrados nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Valores médios de pristano, fitano e raz6es pristano/fitano, pristano/n-
Cy; e fitano/n-Cygpara C1 em mg L™

. . Pristano/ Pristano/ Fitano/
Intervalos Pristano Fitano )
Fitano n-Cq7 Nn-Cis
TO 58 37 1,57 0,87 0,54
T8 23 14 2,57 1,26 0,35
T15 6 9 0,61 0,38 0,38
T22 5 8 0,60 0,45 0,40

Tabela 5 - Valores médios de pristano, fitano e razbes pristano/fitano, pristano/n-

C.;e fitano/n-C,5 para C2 em mg L™

. . Pristano/ Pristano/ Fitano/
Intervalos Pristano Fitano ;
Fitano n-Cq7 Nn-Cig
TO 99 59 1,67 0,74 0,51
T8 49 42 1,18 0,69 0,42
T15 35 34 1,02 0,69 0,45
T22 22 25 0,87 0,66 0,44

Nas duas simulacdes, observa-se a diminuicdo nos valores de pristano e fitano
com o tempo. A razao pristano/fitano, utilizada para avaliar a contribuicdo biogénica,
apresentou aumento no tempo 8 e, logo em seguida, voltou a diminuir no
experimento C1, enquanto que em C2 nota-se apenas o decréscimo dos valores

médios.

As razles pristano/n-C,7 e fitano/n-Cig apresentaram, de forma geral, valores
inferiores a 1, indicando a ocorréncia de petrdleo degradado, porém nao é indicado

gue, nesse experimento, essas razdes sejam utilizadas como indicadores de
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biodegradacéo. De acordo com Gassmann (1981), o fitol € um dos constituintes da
clorofila e sua degradagédo, segundo Figueiredo (1999), produz diversos alcanos
isoprendides aciclicos, dentre eles o pristano (reacdes de oxidacdo) e o fitano

(reacOes de desidratacao).

6.2 DEGRADACAO DE n-ALCANOS

Para calcular a degradacdo dos n-alcanos foi necesséario separar esses
compostos de acordo com os seus pontos de ebulicdo (PE). Sendo assim, os n-
alcanos de baixo peso molecular (BPM) sdo aqueles que possuem PE inferior a
350°C, enquanto que os n-alcanos de alto peso molecular (APM) sé&o aqueles com
PE superior a 350°C. Os resultados de n-alcanos de baixo e alto peso molecular
encontrados para ambas as concentracdes C1 e C2 sdo mostrados nas figuras 11 e
12.

Os valores dos n-alcanos de baixo peso molecular variaram entre 74 e 430mg
L para C1 e entre 219 e 745mg L™ para C2. Para os n-alcanos de alto peso
molecular, os resultados variaram entre 315 e 794mg L™ para C1 e entre 384 e
905mg L™ para C2.
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Figura 11 - Concentragdes de n-alcanos de baixo peso molecular (BPM) no inicio
e final do experimento para as concentragées Cl e C2em mg L™,
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Figura 12 - Concentracdes de n-alcanos de alto peso molecular (APM) no inicio e
final do experimento para as concentra¢des C1 e C2 em mg L™
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Utilizando esses valores, foi possivel calcular a degradagdo desses compostos
através de uma regra de trés simples. Sendo assim, os valores encontrados para

degradacao do experimento com concentracdo C1 foram de 83% e 60% para 0s n-
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alcanos de baixo e alto peso molecular, respectivamente. Para o experimento com
concentracdo C2, os calculos mostraram que a degradacgédo variou entre 74% (para
0s n-alcanos de baixo peso molecular) e 58% (para os n-alcanos de alto peso

molecular).

A diferenca observada entre a degradagéo dos n-alcanos de BPM e APM pode
estar relacionada a quantidade de 6leo que foi adicionada em cada experimento. De
acordo com Kalhor et al.(2017), a elevada concentracdo de alguns compostos do
petréleo pode ser inibitdria aos microrganismos, reduzindo suas taxas metabdlicas e,

consequentemente, influenciando a taxa de degradagéo.

A partir do somatorio de n-alcanos para ambas as concentragfes foi possivel
calcular a degradacdo para cada simulacdo (figura 13). O valor obtido para a
degradacdo no experimento C1 foi de 68%, enquanto que para C2 o valor

encontrado foi de 65%.

Figura 13 - Degradacédo de n-alcanos totais (%) para as concentragcfes C1 e C2.
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Embora os resultados tenham apresentados valores proximos, observa-se que
a concentracao inicial de petrdleo pode apresentar um efeito negativo sobre a taxa
de remocao (ou degradacédo) conforme reportado por Del’Arco e de Franca (2001) e
Ferreira (2012). Como a concentracdo C2 era praticamente o dobro de C1, a

proximidade entre as taxas de degradacéo justificam-se pela necessidade de um
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periodo de tempo maior para que o 0leo se tornasse mais disponivel aos processos
degradativos. Ainda assim, os resultados aqui apresentados mostram a eficacia

dessa microalga na degradacao de compostos do petroleo.

6.3 DENSIDADE CELULAR

Os valores da contagem de células sdo mostrados na figura 14. A contagem foi
realizada em intervalos de 3 em 3 dias e, caso nao houvesse condi¢des de realiza-la
no mesmo dia, as amostras eram congeladas e contadas no dia seguinte, sem

ultrapassar o periodo de 48h para contagem e leitura no espectrofotémetro.

Para a curva CO (dgua marinha natural e microalga), o nimero de células
variou entre 2,83 x 10* e 6,87 x 10* cél mL™. Para C1, os valores variaram entre 2,7

x 10% e 7,1 x 10* e para C2, os valores variaram entre 1,5 x 10* e 5,6 x 10* cél mL™.

Figura 14 - Valores da contagem de células utilizando camara de Neubauer.
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De forma geral, o experimento com concentracdo C1 apresentou o maior valor
de células de microalgas, enquanto que 0 crescimento no experimento com

concentracdo C2 apresentou o menor valor de células.
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Analisando a curva de crescimento do fotobiorreator C0.1 (dgua salina natural
e microalgas), o decréscimo observado nos primeiros dias pode estar associado ao
estresse causado durante a montagem do experimento ou pelo consumo de
nutrientes. O outro decréscimo observado no T9 pode ser explicado pela auséncia

de aeracéo no sistema causado por um problema com os compressores de ar.

As curvas dos fotobiorreatores C1 e C2 (45uL e 90uL de petréleo,
respectivamente) mostram um aumento seguido de diminuicdo nos primeiros dias.
Isso pode ter ocorrido devido ao estresse causado pela adicdo do petréleo, pela
possivel diminuicdo dos nutrientes ou pela presenca de alguns compostos téxicos
que podem ser inibitérios aos microrganismos, reduzindo a sua taxa metabdlica
(KALHOR et al., 2017).

Os aumentos e reducdes no numero de células observado nos dias seguintes
podem estar relacionados a relativa adaptacdo da microalga ao ambiente,
caracteristica também observada por Cao et al. (2013). Embora tenha ocorrido o
mesmo problema com esses fotobiorreatores, a diminuicdo no T9 nao foi observada,

0 gque pode ser justificado pela melhor adaptacdo da microalga.

As curvas de crescimento obtidas ndo apresentaram o0 comportamento
esperado - crescimento ao longo dos dias e, apds certo tempo, diminuicao devido a
morte dos microrganismos. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de as amostragens
nao terem sido realizadas no mesmo horario ao longo dos dias, bem como a
contagem celular. Além disso, os parametros fisico-quimicos nao foram monitorados

ao longo do experimento, assim como as analises dos ions dissolvidos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo consegue observar que a microalga Nannochloropsis oculata foi
capaz de se desenvolver mesmo na presenca de petroleo, demonstrando sua
capacidade adaptativa e sua resisténcia a condicbfes ambientais adversas (como
presenca de poluente e limitacdo de nutrientes). Além disso, a espécie estudada
também mostrou ser eficaz na degradacdo de compostos do petroleo, inclusive
compostos ndao-resolvidos e recalcitrantes, sendo uma descoberta de grande

relevancia nesse trabalho.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O desenvolvimento de outros estudos acerca dessa espécie faz-se necessério
a fim de ratificar os resultados aqui apresentados, além de auxiliar na composi¢cao
de um banco de dados sobre a espécie em questdo. A realizacdo de um
experimento com maior duragdo, utilizando outros tipos de petréleo e investigando
as rotas metabdlicas e das enzimas envolvidas no processo de degradacgdo, por
exemplo, além da correcdo de possiveis erros de amostragem e monitoramento de
parametros fisico-quimicos (como temperatura e pH de cada fotobiorreator) e
andlise de nutrientes, mostra-se viavel e pode ser uma alternativa para a obtencéo

de resultados mais robustos.
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