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Resumo

s

O petr6leo é uma mistura de hidrocarbonetos com variados pesos moleculares,
largamente utilizado como fonte de energia e matéria prima. Um dos ecossistemas
que sao considerados altamente sensiveis aos efeitos danosos de derramamentos
com petroleo sdo os manguezais, sendo um dos principais ambientes para onde o
6leo converge. Os microrganismos sdo 0s principais agentes de ciclagem de carbono
na natureza e, alguns deles apresentam a capacidade de degradacéo das fragbes do
petroleo, como os fungos. Através de associacfes fungicas, € possivel se obter a
degradacdo completa do petrdleo, jA que este é uma mistura complexa de
componentes. A fibra de coco é uma matéria prima barata e abundante, podendo,
potencialmente ser utilizada como fonte nutritiva para esses fungos degradadores. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da biodegradacéo das fragc6es do 6leo da
Bacia do Recdncavo, empregando consorcios fingicos associados a fibra de coco em
sedimento de manguezal. Para isto, foi realizada uma coleta representativa num
manguezal nos arredores do rio Sdo Paulo, onde foram montados trés experimentos,
cada um visando a degradacdo das diferentes fracbes do petréleo (saturados,
arométicos e NSO).

Cada experimento foi constituido de 32 testes de biodegradabilidade, empregando um
consorcio para cada fragdo, onde havia 8 controles (apenas sedimento e sedimento e
0leo), 12 testes com diferentes concentragbes de fibra de coco e 12 testes com
diferentes quantidades de capsulas. Foram realizadas coletas periédicas (0, 7, 15 e 30
dias). Posteriores analises foram realizadas para avaliar o comportamento
microbioldgico (contagem de fungos e bactérias), os niveis de nutrientes (fésforo,
carbono organico, nitrato e amobnio) e os niveis de degradacdo (extracdo e
cromatografia liquida).

As analises permitiram concluir que os consorcios fungicos empregados em cada
fracdo foram eficientes na biodegradacdo. A fibra de coco ndo demonstrou um
comportamento consistente como nutriente e o emprego das capsulas fangicas se
mostraram bastante eficazes na degradacdo. Através da analise de componentes
principais (ACP) foi possivel concluir também que ndo houve relagdo dos nutrientes
(fésforo e carbono) e da degradacdo com os teores das formas nitrogenadas nos

microcosmos.



Abstract

The oil is a mixture of hydrocarbons with different molecular weights, widely used as
source of energy and feedstock. One of ecosystems that are considered highly
sensitive to the harmful effects of oil spills in mangroves are being one of the main
environments where oil converges The microorganism are the principals agents of
carbon cycling in nature and, some of them have the capability of fraction of oil
degradation, as the fungi. Through the fungal association, it’s possible to obtain the
fully oil degradation, once this is a complex mixture of components. The coconut’s fiber
is an abundant and cheap feedstock, capable of being used as nutriment to these
degrading fungi. The objective of this paper was to evaluate the biodegradation
efficiency of the oil fractions of the Bacia do Recdncavo, applying fungal consortium
associated to the coconut fiber in mangrove’s sediment. For this, a representative
collection was made in a mangrove on the outskirts of river Sdo Paulo, where three
experiments were assembled, each one aiming the degradation of different oil fraction
(saturated, aromatics and NSO).

Each experiment was constituted of 32 biodegradability test, applying one consortium
for each fraction, where there were 8 controls (only sediment and sediment with oil), 12
test with different concentration of coconut fiber and 12 test with different capsules
amount. Periodic collects were made (0,7,15 and 30 days). Later analysis were made
for evaluate the microbiologic behavior (fungi count and bacteria), the nutrient level
(phosphorus, organic carbon, nitrate, and ammonium) and the degradation level
(extraction, liquid chromatography).

The analysis allowed to conclude that the fungal consortium applied in each fraction
were efficient for the biodegradation. The coconut fiber did not show consistent
behavior as nutrient and the application of the fungi capsules were very effective on the
degradation. With the principal component analysis (PCA) was possible to conclude
also that there was no relation between the nutrients (phosphorus and carbon) and the

degradation, with the levels of the nitrogen forms on the microcosms.
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1. INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS

1.0 Introducéo

O petroleo é um liquido viscoso caracterizado por uma mistura de diferentes
compostos de ocorréncia natural. Constituido por diferentes classes de
hidrocarbonetos apresenta composi¢cdo quimica muito complexa e variavel. Sua
constituicdo €, predominantemente, de hidrocarbonetos (parafinicos, isoparafinicos,
nafténicos e aromaticos), que podem chegar a 90% de sua composicdo e, em menor
quantidade, de derivados organicos sulfurados, nitrogenados, oxigenados e organo-
metalicos, principalmente de niquel e vanadio. (ZILIO; PINTO, 2002; REIS et al., 2005;
ACPO, 2006; ROCHA et al., 2010).

Além de ser largamente utilizado como fonte de energia, principalmente para
motores de automoveis, devido ao seu alto poder energético, o petréleo é matéria
prima para a producédo de diversos compostos quimicos e materiais como plasticos,
polimeros, vinis, tintas, solventes, parafina e nafta, essenciais para a fabricagdo de
produtos industrializados. A crescente demanda por produtos derivados do petréleo,
bem como operagdes envolvendo, por exemplo, seu transporte, refino e extracdo, tem
aumentado a incidéncia de acidentes com a contaminacdo dos ambientes (ZILIO;
PINTO, 2002; REIS et al., 2005; ACPO, 2006; ROCHA et al., 2010).

A Bacia do Reconcavo localiza-se no Estado da Bahia, Nordeste do Brasil,
ocupando uma area de aproximadamente 11.500 km?2. Seus limites sdo dados pelo
Alto de Apora, a norte e noroeste, pelo sistema de falhas da Barra, a sul, pela falha de
Maragogipe, a oeste, e pelo sistema de falhas de Salvador, a leste. O petroleo gerado
tem composicdo predominantemente parafinica, devida a sua génese, relacionada a
matéria organica algélica, de paleo-ambiéncia lacustre. Como consequéncia, tem-se
um produto final de alto valor comercial. (MILHOMEM et al, 2003).

Os manguezais apresentam maior desenvolvimento préximo a linha do
Equador, na faixa entre os trépicos de Cancer e de Capricornio (23°27'N e 23°27’S)
(YOKOYA, 1995), sendo presentes na América Central e Caribe, india, peninsula da
Indochina, Brasil e Austrdlia (FONSECA; DRUMMOND, 2003). Pela intensa atividade
antropica em &reas costeiras, restam menos de 50% da vegetag&o original, onde mais
da metade dos restantes encontram-se degradados. (DINESH et al., 2004).
Encontram-se distribuidos ao longo de praticamente todo o litoral brasileiro, notado
desde seu limite ao norte no Oiapoque, Amapa (04°30°'N) até Laguna (28°30’S), Santa
Catarina, limite austral desse ecossistema (YOKOYA, 1995; REZENDE et al., 2009).



Sdo0 ambientes localizados em regides de planicies costeiras de alta
temperatura e precipitagdo. Ecossistemas abrigados, de ocorréncia no encontro das
adguas dos rios com a agua do mar (como por exemplo, nas margens de baias,
enseadas, barras, desembocaduras de rios, lagunas e reentréncias costeiras) ou
mesmo expostos a linha de costa, sendo assim, submetido diretamente ao regime das
marés (CURY, 2002). Sao ecossistemas que representam importancia singular para
area de seu desenvolvimento, devido aos servicos ambientais essenciais prestados,
como producdo de serapilheira, exportacdo de material particulado e material
dissolvido, importante transformador de nutrientes em matéria organica, além de
oferecer condi¢des ideais para abrigo e reproducéo de diversas espécies marinhas,
sendo responsavel pela manutencdo de estoques pesqueiros. Também representam
importante barreira biogeoquimica no transporte de alguns poluentes para a regido
costeira adjacente (como 0s metais pesados). Sao sistemas funcionalmente
complexos, altamente resilientes e estaveis. (REZENDE et al., 2009).

As caracteristicas quimicas do substrato, sua disposicdo na zona costeira e
variagbes sazonais podem contribuir para a persisténcia do 6leo sobre o sedimento
dos lugares contaminados, aumentando o impacto no meio ambiente. Estdo entre os
principais locais para onde os derramamentos de Oleo convergem, sendo a situagéo
agravada pelo sistema de marés dentro destes ecossistemas, o0 que favorece a
deposicdo desse material nas raizes e no sedimento (GARRITY et al, 1994; BURNS;
CODI, 1998; BOTELHO, 2003).

Segundo BOTELHO (2003), o sistema de raizes aéreas é fator de grande
vulnerabilidade do sistema de mangue ao petroleo. Por apresentar caracteristicas
anaerobicas, a vegetacao desenvolveu esta notavel adaptacdo para a realizacao das
trocas gasosas. Essas raizes, expostas ao 6leo, sofrem o fechamento das lenticelas e
interrompem as passagens de ar interiores, eventualmente bloqueando o sistema
respiratorio e, por consequéncia, provocando o sufocamento e até mesmo a morte da
planta. Sobre os aspectos toxicolégicos, o petréleo apresenta duas vias principais nas
quais causa impactos nos organismos marinhos, sao os efeitos fisicos resultante do
recobrimento e os efeitos quimicos, associado a toxicidade dos compostos presentes.
Todos os impactos observados sdo resultantes de um e/ou de outro efeito (CETESB,
2007).

Trata-se também de um ecossistema bastante fragil, pois esta localizado em
areas onde a populacdo busca se estabelecer, em um ndmero cada vez maior, sendo
necessaria uma busca constante por recursos, como alimentos, desenvolvimento de

indastrias e cidades. Esta gera uma pressdo ambiental, que acaba por provocar o



desequilibrio e a destruicdo por completo de extensas areas (FONSECA,
DRUMMOND, 2003).

Os microrganismos sd@o 0s principais agentes responsaveis pela ciclagem do
carbono na natureza. Em muitos ecossistemas existem uma comunidade indigena de
microrganismos capazes de degradar compostos do petroleo (KATAOKA, 2001).
Fungos, bactérias, cianobactérias, leveduras, tem a capacidade de oxidar
hidrocarbonetos, ricos em matéria organica, se desenvolvendo em sua superficie e os
utiizando como doadores de elétrons (DECESARO, 2013). Os fungos séao
microrganismos resistentes as condi¢gdes de estresse ambiental, como insuficiéncia de
nutrientes, baixos teores de umidades e valores de pHs extremos (MACEDO et al.,
2002; LIMA et al., 2011).

Os fungos sao seres eucariotos e heterotréficos (saprofiticos ou parasitas),
apresentando uma distribuicdo nos mais variados ambientes, encontrados desde em
solos até em seres humanos (SILVA, 2012). Os fungos filamentosos possuem
caracteristicas que os classificam como bons degradadores de petréleo (MOLLEA,
2005). Como biodegradadores naturais, os fungos encontram as substancias
necessarias para o seu desenvolvimento na natureza, principalmente, macromoléculas
insolGveis, que precisam ser primeiramente degradadas em unidade monoméricas
soluveis antes de sua assimilacdo. Esse € o caso de polissacarideos, proteinas,
acidos nucléicos, lignina, lipidios e outros compostos de grande peso molecular que
ndo podem ser incorporados diretamente sem antes terem sido reduzidos. Os fungos
absorvem nutrientes através da membrana plasmatica, para isso, esses organismos
secretam enzimas especificas para 0 meio exterior, conseguindo reduzir o tamanho
das moléculas e aumentando a solubilidade das mesmas (SILVA, 2012).

Por ser constituido por diferentes classes de hidrocarbonetos, a degradacéo
dos compostos do petréleo ndo pode ser realizada por uma Unica espécie microbiana,
sendo necessaria a formacdo de associacdes, onde, por complementaridade
metabdlica, os consércios degradam os compostos, podendo até mesmo chegar a
completa degradacao (FIORAVANTI, 2013).

A fibra do coco pode oferecer uma atmosfera mais oxigenada que sempre é
benéfica aos microrganismos aerébios, pois ela promove um microambiente mais
aerado. Esta ainda se apresenta como ndo competitiva com o0 contaminante como
fonte de carbono (reduzida biodegradacdo) (BARROS, 2006). Nos ultimos anos,
especial atencdo vem sendo dada para minimizacao ou reaproveitamento de residuos
sélidos gerados nos diferentes processos industriais, como na industria agroindustrial.
A geracdo do rejeito da casca, que corresponde a quase 90% do peso do fruto, &

notavel e em grande escala, devido ao consumo da fruta in natura e a industrializagéo



da sua agua. Gerado tanto como residuo industrial quanto como lixo urbano, este
residuo j& vem sendo empregado no beneficiamento e geracdo da fibra, utilizada
principalmente na agricultura, na industria de papel, na engenharia de alimentos e na
construcao civil. Aliar a biorremediacao esta matéria prima, de grande disponibilidade,
facil acesso e baixo custo se torna uma alternativa muito viavel (COELHO, 2001;
BARROS, 2006; SANTOS, 2007).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia da biodegradacdo das fragcbes do Oleo da Bacia do
Recbéncavo, empregando consorcios fangicos associados a fibra de coco em

sedimento de manguezal.

1.1.2 Objetivos especificos

e Testar a eficiéncia de consércios flngicos especificos imobilizados na
degradacéo das fragdes do oOleo.

¢ Avaliar a contribuicdo da fibra de coco para a bioestimulacdo da microbiota.

e Avaliar a acdo da fibra de coco como agente absorvente das fragdes do dleo.

e Avaliar os processos biogeoquimicos nos experimentos em escala laboratorial.

2. AREA DE AMOSTRAGEM

A area de amostragem é representativa do ecossistema manguezal e esta
localizado nas proximidades do rio S&o Paulo proximo estagdo Pedra Branca, nas
coordenadas 12° 44’ 26,0” (S) e 38° 31’ 53,9(W)”, o qual desdgua na Baia de Todos os
Santos (BTS) (Figura 1).



Figura 1 —Imagem de satélite do trecho do rio Sdo Paulo (proximo a sua foz) localizado
no municipio de S&o Francisco do Conde, Bahia e area de coleta
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Fonte: LIMA, 2014.

A area fica compreendida nos limites dos municipios de Madre de Deus,
Candeias e Sao Francisco do Conde. A principal via de acesso a regido, a partir de
Salvador, é através da BR-324, onde no entroncamento com a BA-522 se toma a
direcdo para Candeia; em seguida segue-se na dire¢cdo continua nordeste da BA-522
pela vicinal. Chegando a Refinaria Landulpho Alves (RLAM). Ao acesso a esquerda
segue-se até chegar a area de estudo que se encontra sinalizada por placa indicativa
e esté localizada mais especificamente nas proximidades da Estacao de Producao da
JO-BA (Petrobras) denominada “Estacdo Pedra Branca’”, com uma area de
aproximadamente 10 km2 a NW de Salvador (Figura 2). A RLAM que esté instalada na
regido desde a década de 1950, é responsavel por diversas atividades ligadas a

indastria petrolifera (campo de produgéo, refinaria, porto) (LIMA, 2014).



Figura 2 - Mapa de situacao e localizacdo da area de estudo. a) Mapa de situacédo da

BTS; b) imagem de satélite da 4rea em destaque de amarelo
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Fonte: (a) Modificado da folha da Baia de Todos os Santos: SD-24-X-A-IV (BAHIA, 2004);
(b) LIMA, 2014).
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem e composicao quimica do petrdleo

O petréleo pode ser definido como uma mistura complexa de inumeros
compostos organicos, de ocorréncia natural, com predominancia quase absoluta de
hidrocarbonetos e, em menor quantidade, de derivados organicos sulfurados,
nitrogenados, oxigenados e organo-metalicos. (ZILIO; PINTO, 2002).

E resultante da deposicdo de matéria organica proveniente de diversos
organismos marinhos e terrestres, plancton, vegetacao tipica de regides alagadicas,
encontrado em poros e fraturas, em geral de rochas sedimentares, transformado pela
acao lenta e constante de microrganismos, de calor e pressao, levando assim milhdes
de anos para se formar. Sua composicdo quimica varia de acordo com sua
procedéncia (MELLO, 2007). E uma substancia liquida de aspecto oleoso, inflaméavel,
com cheiro caracteristico e, geralmente, menos denso que a agua e com variagées de
cor entre 0 negro e o castanho escuro (MELLO, 2006; SOLOMONS, 2005; CRUZ,
2012).

A formacéo do petroleo é diretamente influenciada pelas condigbes ambientais,
incluindo caracteristicas fisico-quimicas, biolégicas e geoldgicas. E dada a partir de
matéria organica submetida a condi¢cdes especificas de pressdes e temperaturas,
desencadeando reagBes quimicas complexas variadas. A transformacdo da matéria
organica proveniente da superficie, podendo ser de origem marinha e/ou terrestre, em
petroleo depende do gradiente geotermal das camadas sedimentares. Quanto mais
profunda no sedimento, maiores serdo as temperaturas e pressdes sobre esta matéria
organica, mais ligagdes quimicas serdo quebradas e maior serd a qualidade do
petroleo gerado. A qualidade do petréleo é medida pela sua densidade, quanto menos
denso maior a qualidade. (ZILIO; PINTO, 2002; REIS et al., 2005; ACPO, 2006;
ROCHA et al., 2010).

Os hidrocarbonetos séo os principais constituintes do petréleo, fato confirmado
através da alta proporcédo de carbono e hidrogénio existente, podendo ultrapassar de
90% de sua composi¢cdo. A composicdo global do petroleo pode ser mais bem
definida, dividindo-o em trés classes de componentes:

- hidrocarbonetos saturados - compreende os alcanos de cadeia normal e
ramificada (parafinicos) e os cicloalcanos (nafténicos), de formula geral ChHzn+2.
Podem ocorrer em estado solido, liquido ou gasoso, em fun¢cdo do nimero de 4&tomos
de carbono. A maior parte dos alcanos normais presentes no petréleo possui até 40

atomos de carbono. Os isoalcanos estao presentes principalmente com compostos de



até 10 atomos de carbono, embora ocorram com até 25 atomos. Os cicloalcanos
podem apresentar até 6 anéis de carbono, cada qual com 5 ou 6 atomos de carbono.

- hidrocarbonetos aromaticos - incluem moléculas aromaticas puras,
cicloalcano-aromaticos (naftenoarométicos) e, usualmente, compostos ciclicos de
enxofre. Apresentam cadeia fechada, sendo o mais simples o benzeno (Ce¢Hs).
Ocorrem sempre no estado liquido.

- as resinas (piridinas, quinolinas, carbasois, sulféxidos e amidas) e os
asfaltenos (fendis, acidos graxos, cetonas, ésteres e porfirinas), que sdo componentes
policiclicos, de alto peso molecular, compreendendo atomos de nitrogénio, enxofre e
oxigénio (heteroatomos), também chamados de compostos NSO devido a frequéncia
destes heteroatomos (GIORDANI, 1996; SALANITRO, 2001; ZILIO; PINTO, 2002;
CARVALHO, 2008; LEMOS et al., 2008; KOLESNIKOVAS et al. 2009; CRUZ, 2012).

3.1 Biodegradacao dos compostos do petréleo

Grande parte dos componentes do petréleo, de 60% a 90% € biodegradavel.
Porém o restante, tanto em estado bruto quanto refinado é resistente, sendo esta
parte, mesmo numa por¢cado menor, responsavel por impactos importantes, além de
serem bioacumulados e biomagnificados na cadeia tréfica. O fim desses compostos,
ap6s um derramamento ira depender de varios fatores, destacando-se a degradacdo
microbiana. Hidrocarbonetos estéo presentes de forma natural em toda a biosfera, o
gue pode explicar a capacidade de varias espécies microbianas utilizarem estes
compostos como fonte de carbono e energia, degradando os compostos do petroleo.
(CRAPEZ, 2002; WETLER, 2006; PEDROTI, 2007; SANTESTEVAN, 2008;
KOLESNIKOVAS, 2009; TONINI et al, 2010).

A sensibilidade dos componentes do petroleo a biodegradagéo varia de acordo
com o tamanho da molécula do hidrocarboneto e com a concentracdo do poluente. Em
geral, quanto maior a quantidade de atomos de carbono do composto, maior a sua
recalcitrancia no ambiente, sua evaporagdo e solubilidades serdo mais lentas.
(CHOSSON et al., 1991; MARQUES JR., 2002). Os alcanos, por exemplo, que
apresentam cadeias entre 10 e 26 carbonos sdo degradados depressa, enquanto 0s
alcanos de cadeia curta sdo téxicos a muitos microrganismos, mas usualmente séo
volatilizados rapidamente. Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), com
mais de quatro anéis aromaticos sdo mais resistentes a biodegradacdo, devido ao
aumento da estabilidade quimica e hidrofobicidade da molécula proporcionada pela

fusdo dos anéis benzénicos. Sdo também mais tdxicos que os compostos alifaticos



com o mesmo numero de carbonos (CHOSSON et al., 1991; KANALY et al., 2000;
TIBURTIUS et al., 2004; YU et al., 2005).

A biodegradagdo de compostos organicos por populacdes indigenas de
microrganismos representa um dos mecanismos primarios de eliminagdo de
poluentes, pois estes tem capacidade de sobreviver, crescer e metabolizar em seu
habitat e competir com outros membros da comunidade. A transformacéo do poluente
em compostos simples, como CO. e H>O, se mostra como o principal ganho deste
processo. A degradacdo do 6leo é bem mais lenta no sedimento do que na agua.
Segundo Oliveira et al (2007), muitos microrganismos sdo capazes de degradar
hidrocarbonetos do petroleo. Alguns sdo degradadores de alcanos, outros de
aromaticos, e alguns conseguem metabolizar ambos. Além dos microrganismos
degradadores, das caracteristicas do local, da concentracdo e do tipo do
contaminante, diversos fatores ambientais influenciam este processo melhorando a
degradacgéo do contaminante. Os mais importantes sdo a temperatura, disponibilidade
de nutrientes, teor de umidade, pH e aeracdo (CURY, 2002; MORAIS, 2005;
OLIVEIRA et al, 2007; PEDROTI, 2007; TONINI et al, 2010).

3.2 Fungos degradadores de hidrocarbonetos

Os fungos sdo microrganismos heterotréficos, unicelulares ou pluricelulares
que apresentam uma ampla distribuicdo na natureza, sendo encontrados na agua, no
ar, no solo, parasitando seres vivos. Utilizam uma variedade de substratos como
fontes de carbono. Secretam enzimas no substrato onde se instalam e absorvem as
moléculas resultantes da acdo dessas enzimas, obtendo assim nutrientes para o seu
desenvolvimento e disponibilizam os compostos resultantes para a acdo de outros
microrganismos, sendo parte importante dos ciclos do carbono, fésforo, nitrogénio e
outros nutrientes (SILVA; COELHO, 2006). Essa producédo de enzimas que o torna de
importante interesse para a degradagcdo de compostos organicos. Apesar de
apresentar um crescimento mais lento, toleram inUmeras substancias tdxicas e
admitem situacfes de estresse ambiental, com grandes varia¢cdes no pH, temperatura
e quantidade de oxigénio. Apresentam ainda um modo de crescimento especial,
induzido quimiostaticamente em direcdo a fonte de carbono, o através do alongamento
e ramificac@o das hifas, permitindo a colonizagdo de areas maiores e a otimizag¢do da
biodegradacdo devida ao contato superficial com o contaminante (FARIA et al, 2012;
PEREIRA; FREITAS, 2012).

Diversos estudos relatam a aplicacdo de fungos no processo de biodegradacao

de substancias quimicas recalcitrantes, baseados na capacidade desses organismos



em degradar diversas moléculas de poluentes organicos e outras substancias toxicas
persistentes, como: DDT, dioxinas, hidrocarbonetos e pesticidas (CRAPEZ et al.,
2002; TORTELLA et al., 2005; JACQUES et al., 2007; REZENDE, 2010; TONINI,
2010; SILVA, 2012).

Fungos de podriddo-branca sdo os mais populares com a capacidade de
degradar compostos organicos. Outros organismos como Cunninghamella sp.,
Penicillium sp. e Aspergillus niger também possuem essa capacidade de degradacao,
principalmente, dos hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs). Os fungos dos
géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Acremonium, Beauveria, Fusarium,
Cladosporium e Gongronella, isolados de ambientes contaminados ou ndo, sdo
citados por serem capazes de degradar hidrocarbonetos do petréleo em taxas de
degradacao variando de 5 a 49% (MOLLEA, 2005; JACQUES et al 2007; LIMA et al
2011; PEREIRA; FREITAS, 2012; SILVA, 2012).

Segundo Chaineau et al. (1999) as maiores eficiéncias de degradacdo de
compostos saturados e aromaticos as espécies Beauveria alba e Penicillium
simplicissimum. A degradagdo de HPAs vem sendo estudada com o emprego do
género Penicillium.

Ravelete e colaboradores (2000) identificaram varias espécies de fungos com
capacidade para degradar pireno. As espécies isoladas pertenciam aos géneros
Mucor, Gliocadium, Penicillium, Phialophora, Trichoderma, Scopulariopsis e
Coniothyrium.

Aradjo et al. (2002), realizaram o isolamento e identificacdo de fungos
filamentosos com capacidade de degradacdo do petroleo. A partir de um solo
contaminado com petréleo foram obtidas 80 linhagens, das quais 60 apresentaram
capacidade para degradar hidrocarbonetos de petréleo. Dentre estas, foram
identificados quatro géneros fungicos: Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces e
Fusarium.

Mollea et al. (2005), utilizaram linhagens flngicas na otimizacdo da
biodegradacdo de HPAs. Phanerochaete chrysosporium foi responsavel pela
biodegradacéao.

Barbosa et al. (2009), utilizaram Aspergillus niger em um reator com o objetivo
de tratar 4gua contaminada por BTEX. Os autores concluiram que este microrganismo
€ capaz de remover benzeno e tolueno de dgua contaminada por hidrocarbonetos do

petroleo.



3.3 Biorremediagéao

A biorremediacdo € uma técnica que utiliza processos naturais para
remediacdo de uma &rea impactada, acelerando a biodegradacdo natural de
contaminantes como hidrocarbonetos e outros compostos organicos perniciosos aos
seres humanos, animais e plantas. E realizada por microrganismos, que utilizam os
poluentes como fonte de carbono em seus processos metabolicos, reduzindo a
concentracdo e/ou toxicidade desses compostos. Essa técnica tem sido atualmente
atrativa devido a sua relacéo custo-eficacia, disponibilizando como beneficio maximo a
mineralizacdo de poluentes em gas carbbnico, agua e formacdo de biomassa.
(CUNHA, 1996; MOLINA-BARAHONA et al., 2004; NAKAGAWA; ANDREA, 2006).

A estrutura quimica dos contaminantes organicos tem grande influéncia na
eficiéncia do metabolismo pelos microrganismos, sendo alguns compostos
rapidamente biodegradados e outros persistentes no ambiente (MARIANO, 2007).

A presenca dos microrganismos com capacidade metabdlica, a disponibilidade
do contaminante e as condi¢cdes ambientais adequadas para o crescimento e atividade
da microbiota sdo as premissas basicas da biorremediacdo (MENEGHETTI, 2007,
SANTOS, et al., 2007).

Comparada a técnicas tradicionais de remediacao, a biorremediacdo se mostra
como uma alternativa de menor custo, minimo distdrbio ambiental, pode proporcionar
a limpeza in situ, eliminando o transporte de residuos perigosos, além de poder se
empregada em conjunto com outras tecnologias de tratamento (DECESARO, 2013).
Tendo em vista as vantagens e desvantagens dos métodos de limpeza empregados
nos manguezais, considera-se que a biorremediacdo constitui o melhor método de
descontaminacdo de dessas areas poluidos com petréleo, evitando-se ocasionar
outros danos ao ambiente devido ao pisoteio do sedimento (COLLA et al., 2008;
SILVA, 2011).

3.4 Bioaumento e bioestimulo

As duas principais técnicas amplamente empregadas em processos de
biorremediacdo de derramamentos de petréleo sdo bioaumentacédo e bioestimulacao.
A bicaumentacéo envolve a introdugdo de microrganismos que tem a capacidade de
degradar um contaminante especifico, possuem um alto nivel de atividade enzimatica
e também a capacidade de competir com populacdes nativas do ambiente. Esses
agentes microbianos ndo podem ser patogénicos e ndo devem produzir substancias

téxicas no processo de biodegradacao.



A bioaumentacdo pode ocorrer através do isolamento e selecdo de
microrganismos de locais contaminados, pelo uso de cepas com habilidade
previamente comprovada de degradacdo do composto téxico ou pelo uso de
microrganismos geneticamente modificados (TRINDADE, 2002; MOLINA-BARAHONA
et al., 2004; SARKAR et al., 2005; JACQUES et. al, 2007, SANTOS et al., 2007
MARIANO et al., 2008; REGINATTO et al., 2011; DECESARO et al., 2013).

Ja& a bioestimulacdo é uma técnica que consiste na correcdo das condi¢des
ambientais, devido ao implemento nos niveis de nutrientes (nitrogénio, fosforo,
potassio e oxigénio) aumentando, simultaneamente, a populagdo microbiana e a
degradacdo nas areas impactadas (TRINDADE, 2002; MOLINA-BARAHONA et al.,
2004; SARKAR et al., 2005; JACQUES et. al, 2007; SANTOS et al., 2007; MARIANO
et al., 2008; SILVA, 2012; DECESARO et al., 2013).

Os microrganismos podem ou ndao, inicialmente, ter como alvo os poluentes
como fonte de alimento. Contudo, os compostos oleosos séo degradados mais
rapidamente do que no processo de degradacdo natural, devido a elevagdo da
populacéo de microrganismos (SARKAR et al., 2005; SILVA, 2012).

Essas técnicas tem o objetivo de aumentar as taxas de biodegradacéo e séo as
mais adotadas em tratamentos de recuperacdo de areas impactadas (SARKAR et al.,
2005; DECESARO et al., 2013).

3. MATERIAIS E METODOS

4.1 Trabalho de escritério

O trabalho em escritério consistiu em levantamento bibliogréfico de trabalhos
publicados relacionados ao tema, dando embasamento ao desenvolvimento das
atividades em campo e laboratoriais e na analise estatistica dos dados obtidos em

laboratorio, utilizando os softwares Excel 2010, Statistica 7.0 e Tridraw 2.6.

4.2 Trabalho de campo

Os trabalhos de campo consistiram na coleta de sedimento e na montagem de
trés experimentos.

A coleta do sedimento utilizado foi realizada num local de deposi¢cédo lamosa,
na parte do manguezal mais prOxima as zonas marginais, em locais geralmente
inundaveis (Figura 3). As amostras foram coletadas com auxilio de um testemunhador,

um tubo de aco inoxidavel de 10 cm de didmetro e capacidade para coletar



testemunhos de até 30 cm. As amostras foram homogeneizadas e acondicionadas em

guentinhas de aluminio, transportadas e refrigeradas em freezer.

Figura 3 - Coleta do sedimento na area de manguezal localizada nas margens do estuario
do rio Séo Paulo. (a) area de coleta (b) testemunhos
oA — ]

Os experimentos consistiram avaliacdo da capacidade de consércios
especificos em degradar as fracfes (saturados, aromaticos e NSO) do 6leo da Bacia
do Reconcavo em sedimentos.

Para a montagem dos experimentos, foram pesados em potes o sedimento e a
fibra de coco (quantidades determinadas pelo codigo do teste). Estes foram tampados,
embalados e descontaminados em autoclave a 121°C durante 50 minutos, para a
eliminacdo da microbiota existente neste sedimento e aquela que ocasionalmente
poderia estar presente na fibra de coco. Ap6s a chegada dos potes a temperatura
ambiente, em fluxo laminar, o sedimento foi homogeneizado. As capsulas foram
adicionadas em furos ou recobertas pelo sedimento e a suspensdo de células
adicionada de forma homogénea. Por fim, foi adicionado o 0leo, simulando o
derramamento. Os potes foram tampados, evitando o contato com a microbiota
externa. O pH do sedimento obtido foi 7,29.

Foram realizados trés experimentos, com 32 testes de biodegradabilidade cada
(Figura 4), para estudar a degradacdo em cada fracdo independente, sendo eles
Experimento 01 — Degradacdo de saturados, Experimento 02 — Degradagdo de
arométicos e Experimento 03 — Degradacéo de NSO.

Em cada experimento foram realizadas quatro coletas: tempos 0 (dia da
montagem), 7, 15 e 30 dias.

O quadro 1 identifica de forma pratica e sucinta a codificacdo empregada na
identificacdo das amostras, determinando a composicao de cada teste. A codificacao
foi repetida para cada tempo e para cada experimento.



Quadro 1 - Codificacdo empregada para identificacdo das amostras

Experimento
Oleo da Suspensio Fibra
Sedimento | Bacia do P ) de NUmero de
Teste ~ de células P
(9) Recbéncavo (mL) €0Co capsulas
(9) (9)
Cc1 100 - - - -
Cc2 100 1,0 - - -
L1 100 1,0 0,2 1,0 -
L2 100 1,0 0,2 1,0 -
L3 100 1,0 0,2 1,0 -
E1l 100 1,0 - - 10
E2 100 1,0 - - 30
E3 100 1,0 - - 50

Cada experimento foi montado de acordo com o quadro, onde foram avaliados
o efeito de nutrientes e células livres e nutrientes e células imobilizadas na
biodegradacao, variando as concentragfes de da fibra de coco e a quantidade de
capsulas.

Apo6s a montagem, os testes entdo foram encubados em incubadora a 30°C,
exceto os testes correspondentes ao tempo O dias, 0os quais foram coletados assim
gue a montagem fora findada. A coleta consistiu em frear o desenvolvimento fangico
nos testes, o0 que pode ser proporcionado pela exposicdo dos mesmos a temperaturas
baixas, para a qual foi utilizado o acondicionamento em geladeira, até as posteriores

analises.



Figura 4 - Testes de biodegradabilidade

4.3 Trabalho de laboratério

4.3.1 Obtencéao das colbnias de fungos

A obtencéao das col6nias de fungos foi realizada através do repique de colénias
preexistentes conservadas. Esse processo tem como finalidade a renovacao,
reproducao e crescimento em placa das col6nias fungicas (Figura 5).

Em fluxo laminar previamente descontaminado, o meio BDA (batata-dextrose-
agar) foi vertido em placas de Petri estéreis. Apds a secagem do meio, fragmentos das
colénias antigas foram retirados, adicionados ao novo meio, na parte central da placa,
e as placas foram lacradas. Apos esse procedimento, as novas coldnias foram
encubadas a 30°C durante sete dias, proporcionando material para a posterior

montagem dos consorcios.

Figura 5 — Repique de colénias fangicas. (a) retirada do fragmento fingico (b)
transferéncia do fragmento para uma placa com meio BDA




4.3.2 Montagem do consdrcio — suspensao de células

O consorcio foi obtido a partir da suspensédo de células de colbnias nativas do
sedimento da area de trabalho, previamente isolados, que consiste em uma solugéo
rica em esporos dos fungos biodegradadores em agua salina.

Foram utilizados 15 fungos para o consoércio de saturados (Figura 6), 6 fungos
para o consoércio de aroméaticos e 9 fungos para o consércio de NSO, identificados
com codificacdo prépria, com diferentes capacidades de oxidacao, variando de 50% a
100% de biodegradacéo, selecionados e originarios do Laboratério de Microbiologia —
LEPETRO - NEA do Instituto de Geociéncias e Laboratério de Biotecnologia e
Quimica dos Microrganismos (LBQM) do Instituto de Quimica.

Em fluxo laminar descontaminado, a partir das coldnias provenientes do
repique mais recente, fragmentos de aproximadamente 0,6mm foram retirados de
cada coldnia com pipeta de Pasteur, previamente descontaminada, e adicionados a
100 ml de solugéo salina a 0,9% (g/ml). Posteriormente o crescimento foi promovido,
através de agitacdo, de dois a trés dias, em mesa agitadora a 200 RPM, ou através de

encubacéo, de 5 a 7 dias. Cada consorcio foi montado em triplicata.

Figura 6 — Suspensdao de esporos compondo o consorcio de saturados - triplicata

4.3.3 Montagem das capsulas

As cépsulas foram produzidas segundo LIMA, 2014 (Figura 7).



Figura 7 — Capsulas fungicas a base de fibra de coco

4.3.4 Contagem de esporos

A contagem de esporos foi realizada para estimar a quantidade de esporos em
cada mL do consércio em suspensao. Para esta contagem, foi utilizada a camara de
Neubauer, a qual é dividida em quadrantes (Figura 8). A partir de 0,1 ml de cada
suspensdo, a contagem foi realizada. A suspensédo foi disposta sobre a camara e
recoberta com uma laminula. A contagem dos esporos foi realizada em cinco dos 25
quadrantes da camara (1, 2, 3, 4 e central), em réplicas, respeitando os limites

determinados pelas linhas no entorno de cada quadrante.

Figura 8 - CAmara de Neubauer
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4.3.5 Andlise de bactérias

Esta analise foi feita como forma de controle de qualidade da esterilidade dos
testes de biodegradabilidade. O método adotado foi o da microgota (ROMEIRO, 2007)
(Figura 9a e b). Deve ser realizada em até 24h apos a coleta, devido a validade das
amostras.

No dia anterior a analise, € necesséria a realizacdo do Teste de Esterilidade do
meio que serd utilizado, para garantir que as bactérias que apresentarem crescimento
na placa sdo provenientes exclusivamente dos testes de biodegradabilidade. A
preparacdo do meio consiste na adicdo de 7,5g de agar, 0,5g de glicose, 1,259 de
extrato de leveduras e 2,5¢g de triptona em 500 ml de agua destilada. Esterilizado em
autoclave durante 20 min a 121°C. O meio foi vertido e as placas acondicionadas em
incubadora. As placas podem ser utilizadas 24h apés a realizacdo deste
procedimento.

Em erlenmeyers de 500 ml foram pesados 2,259 de cloreto de sédio e
adicionados 250 ml de agua destilada e 0,750 ml de Tween 80 (Solugdo A). Foram
feitas uma solucdo para cada amostra e mais uma, a qual foi utilizada para os
eppendorfs. Em outro erlenmeyer foi feita a solugdo para lavagem do gral e pistilo,
pesando 2,25g de cloreto de sodio e adicionando 250 ml de &gua destilada. As
solucdes foram embaladas, junto com os eppendorfs (8 por amostra), o gral, o pistilo e
as placas e foram autoclavadas por 20 min a 121°C.

Apdés a chegada em temperatura ambiente, em fluxo laminar, foram
adicionados 0,9 ml em cada eppendorf. Posteriormente, 25g de amostra foram
adicionados ao gral, junto com certa quantidade de solucédo A e homogeneizada com o
pistilo. A solucéo obtida foi adicionada ao erlenmeyer correspondente. O processo foi
repetido até o completo acréscimo da amostra ao erlenmeyer.

Para a realizacédo das diluicdes sucessivas, foi coletada uma aliquota 0,1 ml da
solucdo A com a amostra, adicionado no eppendorf correspondente a diluicdo -1 e
homogeneizado. Em sequéncia, uma aliquota de 0,1 ml foi coletada do primeiro
eppendorf e adicionada ao seguinte, assim seguindo até o eppendorf correspondente
a diluicéo -8.

As placas foram divididas em quatro quadrantes, onde em cada um foi
adicionado quatro microgotas das diluicbes correspondentes (Figura 10a). Foi
aguardada a secagem com as placas entreabertas, as quais foram lacradas e
acondicionadas em incubadora. A contagem das unidades formadoras de colénia

(UFC) se deu com 24h apés a montagem das placas (Figura 10b).



Figura 9 — Procedimento para analise de bactérias. (a) homogeneizacdo da amostra e (b)
transferéncia da amostra para solucdo A

Figura 10 — Quantificacao de unidades formadoras de coldnias de bactérias. (a) placa
dividida em quadrantes numerados com as dilui¢c6es (b) contagem das colOnias ap6s
24h (circulo vermelho destaca uma unidade formadora de colénia)

4.3.6 Andlise de fungos

A finalidade desta analise foi quantificar o crescimento fungico em cada teste.
Deve ser realizada em no maximo quatro dias apos a coleta, devido a validade das
amostras. A metodologia utilizada para esse procedimento foi a desenvolvida por
GERBA; PEPPER, 2004.

Em um erlenmeyer de 1L, foram pesados 4,5g de cloreto de so6dio e
adicionados 500 ml de agua destilada. Esta solucao foi distribuida em 40 tubos de
ensaio com tampas, sendo 9 ml em cada tubo. Em erlenmeyers de 125 ml, foram
pesados 0,95¢g de cloreto de sédio e adicionados 95 ml de agua destilada, sendo um



erlenmeyer por amostra. Os tubos, as solucdes e 80 placas de Petri foram embalados
e autoclavadas a 121°C durante 20 min.

Apés a chegada a temperatura ambiente, em fluxo laminar, 10g de amostra
foram adicionadas ao erlenmeyer correspondente.

Para as diluicbes sucessivas, foram retiradas aliquotas de 1,0 ml do
erlenmeyer e adicionada ao primeiro tubo (diluicdo -1). A mesma quantidade é retirada
do primeiro tubo e adicionada ao segundo, assim sucessivamente até a diluigéo -5.

Para a montagem das placas, foi adicionado 1,0 ml das solu¢bes de cada tubo
e 0 meio BDA, homogeneizando a placa. Para cada diluicdo foram feitas réplicas. As
placas foram lacradas e acondicionadas em incubadora. A contagem das UFC ocorreu

no intervalo de 5 a 7 dias de incubacao (Figura 11).

Figura 11 — Quantificacdo de unidades formadoras de col6nias de fungos. (a) placa com
diluigdes (b) contagem das colbnias ap6s 24h (circulo vermelho destaca uma unidade
formadora de colbnia)

4.3.7 Desagregacao das amostras

Apés as andlises microbiolégicas, as amostras foram congeladas em freezer e
liofilizadas até a sua secagem completa. As amostras entdo, foram desagregadas
utilizando gral e pistilo de porcelana e peneiradas em peneiras de malhas de 2 mm,
para a retirada de galhos, raizes e outros materiais provenientes do sedimento que

comprometessem as analises realizadas a posteriori.

4.3.8 Determinacédo de Carbono orgénico

Para a determinagdo de Carbono organico nas amostras, foi utilizado o método
do dicromato de potassio, para amostras com alta concentracdo (WALKLEY, 1947):
em um erlenmeyer de vidro de 500 ml, foram pesados 0,2 g de amostra. Em seguida



adicionou-se uma aliquota de 10 ml de dicromato de potassio (K.Cr.0O;) a 1,0 mol Lt e
20 ml da mistura de &cido sulfarico (H2SO4) com o sulfato de prata (Ag2SO4) 25 g L™,
sendo deixada em repouso por trinta minutos. ApGs este intervalo acrescentou-se 200
ml de agua destilada, 10 ml de &cido fosforico (HsPO.), 0,2 g de fluoreto de sddio
(NaF) e 0,5 ml de indicador difenilamina. Apds a digestdo da amostra foi efetuada a
titulacdo com solucdo de sulfato ferroso amoniacal hexahidratado (Fe
(NH4)2(S04)..6H,0) & 0,5 mol L-1 até o aparecimento de uma coloragdo verde
brilhante (JESUS, 2011).

4.3.9 Determinacao de Fésforo inorgénico

Para a determinagdo do Fésforo inorganico em sedimento, 0,4 g de amostra foi
pesada em um tubo de ensaio graduado de 50 ml. Com a utilizacdo de uma pipetador
automatico, adicionou-se 10 ml de &cido cloridrico (HCl) @ 1 mol L. A solugéo foi
submetida a agitacdo em uma mesa agitadora por um periodo de 16 h. Em seguida,
os tubos de ensaio foram centrifugados por 15 minutos a 3000 RPM. Uma aliquota de
0,1 ml do sobrenadante foi retirada sendo adicionados 10,9 ml de 4gua deionizada, 0,8
ml de solucédo mista de molibdato e tartarato e 0,2 ml de acido ascérbico a 0,1 mol L.
Depois de homogeneizada, foi aguardado um intervalo de 10 minutos para a formagéo
do complexo de coloragédo azul para a determinagcéo do fosforo em espectrofotdmetro
de Absorgdo Atdmica com Chama (FAAS) com absorbancia em 880 nm. Em cada lote

analisado foi realizado um branco onde s6 foram acrescentados 0s reagentes.

4.3.10 Determinacgéo de Nitrato e Amonio

Os teores de Nitrato e Amdnio nas amostras foram determinados pelo método
de Kjeldahl, descrito pela Embrapa (2010). Este método compreende trés etapas: a
primeira consiste na extracdo do nitrato e do aménio. A segunda compreende o
processo de destilacdo, feito por arraste de vapor, utilizando um destilador Kjeldahl. A
Ultima etapa corresponde a titulacdo do coletado na etapa anterior. A titulacao é
realizada utilizando uma solucdo padrao até a chegada ao ponto de viragem, onde a
solu¢cdo muda de cor.

Para o preparo da solucdo extratora a 1 mol L %, 74,5 g de cloreto de potassio
(KCI) foram dissolvidas em 1 L de 4gua destilada.

Para o preparo da solucdo de acido bérico (HsBOs) a 2%, foram pesadas em
um béquer de 2 L, 40 g de acido bérico e adicionados 1,6 L de 4gua destilada e agitar
até a sua completa dissoluc¢do. Adicionar 200 ml de solucéo indicadora, preparada a

partir da dissolucdo de 0,132g de verde-de-bromocresol e 0,066g de vermelho-de-



metila em 1 L de etanol a 95%. A solucéo foi transferida para um baldo volumétrico e
avolumado com etanol a 95% até o volume de 2 L.

Em erlenmeyers de 125 ml foram pesadas 10 g da amostra e adicionados 100
ml de solucdo de KCI. Estes foram submetidos a agitagdo em mesa a 259 RPM
durante uma hora e posterior repouso por mais uma hora. Apés o repouso, foram
tomadas duas aliquotas do sobrenadante de 30 ml de cada erlenmeyer e adicionadas
a dois tubos de ensaio: um contendo 0,2 g de 6xido de magnésio (MgO) para
determinacdo de amodnio e outro contendo 0,2 g de liga de devarda, para a
determinacé&o de nitrato.

O tubo direcionado a andlise de amoénio foi agitado e acoplado no destilador
Kjeldahl, onde o arrasto de vapores se deu. O condensado foi coletado em erlenmeyer
de 125 ml, contendo 5 ml de solucédo indicadora de acido bérico a 2%. A destilagédo
ocorre durante 3 min, tempo necessario para que o volume atinja 50 ml.

O tubo para a determinacdo de nitrato também foi agitado e submetido a
destilacdo por 3 min, onde o seu destilado foi coletado num novo erlenmeyer contendo
5 ml de acido bérico a 2%. Os condensados, tanto de nitrato quanto de aménio foram
titulados posteriormente com uma solucédo de &cido sulfarico a 0,005 mol L até

atingirem a coloragdo azulada, que indica o ponto final da titulagao.

4.3.11 Extracdes

Para obtencdo dos extratos organicos foram realizadas extragcdes em Soxhlet
(Figura 12), onde foram pesadas 5,0 g das amostras dos tempos 0 e 30 de cada
experimento em cartuchos feitos com filtros de papel para andlise qualitativa. Cada
cartucho foi confeccionado utilizando dois filtros, envolvendo bem o sedimento para
que ndo houvesse perdas. Os cartuchos foram acomodados dentro de extratores
Soxhlet, acoplados a bal6es de fundo redondo contendo 90 ml de diclorometano e um
fio de cobre, para retencdo de possiveis sais de enxofre presente na amostra. As
extracbes ocorreram até a completa retirada do Oleo presente nas amostras, sendo
constatada pela aparéncia transparente do solvente com o decorrer do tempo. Os
bal6es foram pesados antes do procedimento e ap6s a secagem de todo o solvente

presente, para a quantificacdo da massa de extrato final produzida.



Figura 12 — Extracdo em Soxhlet. (a) solvente rico em extrato e (b) solvente transparente
apos extragao

4.3.12 Cromatografia liquida

A cromatografia foi realizada através do método classico SAR. O extrato
resultante das extracgdes foi transferido utilizando pipetas de Pasteur para colunas para
cromatografia liquida preenchidas com 12 cm de silica ativada durante duas horas a
300°C. Para a eluicao da primeira fracao do 6leo (saturados) foram utilizados 25 ml de
n-hexano. Para a eluicdo da segunda fragdo (aromaticos) foram utilizados 30 ml da
mistura de n-hexano e diclorometano, na propor¢cdo 4:1. Para a eluicdo da ultima
fracdo (NSO) foram utilizados 40 ml da mistura de diclorometano e metanol, na
proporcao de 4:1. As frages foram coletadas em vials de 50 ml previamente pesados.
Ap6s a evaporagdo completa dos solventes, houve uma nova pesagem, para a
determinagdo das massas das fracdes produzidas através da cromatografia (Figura
13).

Figura 13 — Cromatografia Liquida. (a) eluicdo da fracdo de aromaticos e (b) eluicdo da
fracdo de NSO




5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Contagem de Esporos

A contagem de esporos foi feita com a finalidade de estimar a quantidade de
esporos/ml contidos em cada consécio. Apesar do consocio de aroméaticos ter sido
formado com uma menor quantidade de fungos, foi 0 que mais teve presenca de
esporos em sua constituicdo.

O consorcio de arométicos, apesar de ter uma menor quantidade de espécimes
de fungos utilizados na sua constituicdo (6 fungos), foi o que apresentou a maior
guantidade de esporos em suspensdo. Em contrapartida o consoércio que apresentou a
menor quantidade de esporos foi o0 de saturados, o que empregou a maior quantidade
de fungos em seu preparo (15 fungos). N&o foi possivel estabelecer relagdo entre a
guantidade de fungos empregada nos consorcios e a quantidade média de esporos.
Segundo Lima (2014), ndo hé relacdo entre a quantidade de esporos e a eficiéncia de

degradacao.

Quadro 2 - Quantidade média de esporos encontrados ap6s contagem e quantidade de
esporos/ml para cada consoércio utilizado nos experimentos

QM de
Consoércio | esporos na Esporos/ml
camara
Saturados 3,7 9,5
Aromaticos 11,4 28,5
NSO 5,6 14,1

5.2 Experimento 01 (Degradacdo de Saturados)

O experimento 01 — Degradacédo de saturados — consistiu ha montagem de 32
testes de biodegradabilidade empregando o consorcio de saturados, de forma livre
(L1, L2 e L3), variando o peso da fibra de coco, e de forma encapsulada (E1, E2 e E3),
variando a quantidade de capsulas. Foram feitos também controles, um apenas com o

sedimento (C1) e outro com o sedimento e o dleo (C2).



5.2.1 Monitoramento microbiolégico

Quantificacao de bactérias e fungos

No gréfico da figura 14 foi representada a quantidade de UFC de fungos em
cada teste de biodegradabilidade, para o experimento de degradacdo de saturados
(experimento 01).

No tempo 0 (montagem), a quantidade de UFC fangicas manteve-se proxima a
zero em todos os tratamentos.

No tempo 7 dias, ja € notado um crescimento inicial das coldnias, mais
acentuado nos tratamentos L2, E1 e E2.

Nos tratamentos do tempo 15 dias, ha um marcado crescimento fingico em
todos os tratamentos, se mostrando com maior intensidade nos testes C1, E1 e E2.

No tempo 30 dias, nos controles houve presenca de colbnias, sendo um
namero maior no teste C1. Nos testes L1, E1, E2 e E3 houve uma queda evidente no
namero de UFC, enquanto nos testes L2 e L3 houve um pegueno aumento ha
quantidade de UFC.

Observando o grafico de maneira geral € possivel inferir que nos primeiros dias
hd um crescimento mais lento, sendo que no tempo 15 dias h4 um pico no

crescimento e no tempo 30 dias um declinio deste.

Figura 14 - Gréafico para namero de células viaveis (UFC). UFC de fungos no experimento
01 nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias
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Na figura 15 estd representada a quantidade de UFC bacterianas em cada
teste. No tempo O (montagem), o crescimento de células so foi constatado em dois dos
oito testes, sendo que no teste L3 foi de 0,25 UFC/m.

No tempo 7 dias, houve um pequeno crescimento em todos os testes, variando
de 0,00083 UFC/ml, no teste C2, a 2,73 UFC/ml, no teste E3.

No tempo 15 foi observada a queda brusca na quantidade de UFC, comparada
a coleta anterior. Houve o crescimento em quatro testes, variando de 0,00125 (C1) a
0,21542 (E2) UFC/ml.

No tempo 30 dias também foi constatado o crescimento em quatro dos oito
testes. Este apresentou uma variacdo maior, de 0,0025 em L1 a 4,01375 em E1
UFC/ml.

Figura 15 - Grafico para numero de células viaveis (UFC). UFC de bactérias no
experimento 01 nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias
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Segundo Meira (2009), o crescimento fingico apresenta quatro fases distintas
de crescimento: fase de aclimatacéo, fase exponencial, fase estacionéria e fase de
declinio (Figura 16).

A fase de aclimatagéo, ou fase “lag”, € um periodo de adaptagdo enzimatica,
onde ha producdo de proteinas estruturais e enzimas, com aumento na sintese de
DNA. Nesse periodo ocorre intensa atividade metabodlica a fim de dar inicio a
metabolizac&o do substrato. Com o aumento da atividade celular e o investimento de
energia nesta incumbéncia, ndo ocorre 0 aumento significativo do numero de

microrganismos. O tempo de duragédo é variavel, desta forma, quanto mais aclimatado



estiver o microrganismo, as condicbes de cultivo, menor serd o tempo de duracao
desta fase (TORTORA et. al., 2000; MARTINS, 2004; MEIRA, 2009).

A fase exponencial ou fase “log” é caracterizada pela velocidade méaxima do
crescimento. E a fase de maior viabilidade e atividade metabdlica das células. A
divisdo ocorre numa taxa logaritmica constante (TORTORA et. al., 2000; MEIRA,
2009).

A fase estacionaria é o periodo onde a velocidade de crescimento passa a
diminuir, chegando a ser nula, onde ha o equilibrio entre as taxas de reproducéo e de
mortalidade. Posteriormente, ha a diminuicdo do numero de microrganismos, devido
ao esgotamento dos substratos, acumulo de substancias toxicas e/ou falta de
nutrientes essenciais. Esta € a fase de declinio (TORTORA et. al., 2000; MARTINS,
2004; MEIRA, 2009).

Figura 16 — Grafico de crescimento fungico padrao
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Oliveira (2008) realizou ensaios para biorremediacdo de solo contaminado por
petroleo utilizando atenuacdo natural, com o objetivo de determinar o melhor periodo
para a realizacdo de bioaumento. Determinou que este seria quando a microbiota
nativa fingica fosse predominante em numeros. Foi constatado um crescimento desta
microbiota obedecendo as fases de crescimento dos microrganismos. Bisognin (2012)
também corroborou os resultados de crescimento microbiano dentro do padrédo para
UFC fungicas e bacterianas em seus ensaios.

No experimento de degradacao de saturados foi possivel observar essas fases
com clareza, onde no tempo 7 dias o crescimento foi restrito, justificavel pela
preparacdo e adaptacao das células para a disponibilizacdo do novo substrato, o que
eventualmente seria referente ao periodo “lag” desses microrganismos. No tempo 15

dias possivelmente pode ser caracterizada a fase “log”, com o crescimento da



quantidade de UFC em todos os testes. Ja no tempo 30 dias houve um decréscimo do
namero de colbnias, caracterizando possivelmente a fase de declinio dos
microrganismos.

A contagem das UFC bacterianas foi feita com o interesse de parametro de
qualidade. Quanto menor a quantidade de bactérias nos testes, maior a confiabilidade
de que a biodegradacgéao ocorrida foi responsabilidade apenas dos consorcios. Além de
ndo competirem com os fungos por espaco e nutrientes, 0 seu nimero reduzido no
tempo O dias indica a eficiéncia da esterilizacdo utilizada antes da montagem dos
experimentos.

Foi observado que o crescimento microbiano foi maior nos testes onde foi
empregado o encapsulamento, justificavel pela quantidade do consorcio empregada
nestes ser maior que a utilizada nos testes com as células livres, apesar das células
estarem encapsuladas. Porém, no teste E3, que apresenta maior quantidade de
capsulas, foi observado um crescimento menor, podendo ser atribuido & competicdo
entre os espécimes empregados na constituicdo das capsulas, ja que apresentam um
namero maior (MEYER, 2011; SILVA, 2011).

Observando os controles, foi possivel constatar um crescimento pequeno de
UFC flungicas, apesar de ndo haver acréscimo de consércio. Este crescimento é
atribuido a resisténcia de esporos liberados por algumas espécies flungicas,
necessitando maiores temperaturas para que estes sejam desativados.

Foi possivel observar também que, apesar do reduzido nimero de col6nias
desenvolvidas, as bactérias apresentaram um pequeno crescimento durante o tempo 7
e o tempo 30 dias, coincidindo com as fases “lag” e de declinio, onde foram
favorecidas devido a baixa competicdo por espagco e por nutrientes. Isso pode ser
confirmado através da observacdo dos testes do tempo 15, onde houve a brusca
queda na quantidade de UFC bacterianas. O crescimento bacteriano se mostrou
presente nos testes devido a resiliéncia de algumas espécies, provavelmente
provenientes do sedimento, que necessitam de uma maior temperatura de
esterilizacao.

A disponibilidade do substrato e a complexidade de suas moléculas podem
facilitar ou dificultar a biodegradagédo. A fracdo de saturados é composta, em sua
maior parte, por cadeias carbbnicas menores e abertas, sendo mais faceis de
degradar (CHAINEAU et al.1999). O fato dos microrganismos completarem as fases
do seu crescimento, neste caso, € devido a esta disponibilidade facilitada, favorecendo

0 cumprimento de todo o ciclo.



5.2.2 Monitoramento quimico

A figura 17 representa os teores de fésforo obtidos no experimento 01. Em C1,
C2, L2 e L3 houve um notavel aumento nos valores de fésforo ao longo do tempo. Em
L1, E1 e E3, do tempo O para o tempo 7 dias houve um aumento com sequente
diminuicdo no tempo 15 dias e um novo acréscimo, superando o primeiro no tempo 30
dias.

Em E2 houve um leve aumento entre os tempos 0 e 7 dias, um decréscimo no
tempo 15 dias e um novo aumento, este acentuado, no tempo 30 dias.

De forma geral, os valores de fésforo aumentaram ao longo do tempo,

excetuando os testes E1 e E3.

Figura 17- Gréafico com variagao dos teores de fosforo no experimento 01 nos tempos 0,
7,15 e 30 dias
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O gréfico da figura 18 representa a variacao dos teores de carbono organico no
experimento 01. Em C1 houve um aumento seguido por uma queda brusca e um
realcado aumento.

C2 e E2 apresentaram um alto valor de carbono (préximo a 12%) no tempo 0
dias. No tempo 7 houve uma queda, no tempo 15 houve um aumento seguido de um
novo decréscimo no tempo 30 dias.

Em L1 e L3 entre os tempos 0 e 7 dias houve uma queda e sequente aumento
nos outros periodos.

Em L2, houve aumento até o tempo 7 dias, uma pequena queda no tempo 15

dias e um novo crescimento no tempo 30 dias.



Nos testes E1 e E3, houve um progressivo aumento até o tempo 15 dias,
sendo notada uma queda no tempo 30 dias, sendo em E3 bastante suave.
De forma geral, os teores de carbono organico aumentaram ao longo do tempo

nos testes.

Figura 18 - Grafico com variagao dos teores de carbono orgéanico (%) no experimento 01
nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias
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Os valores de nitrato encontrados no experimento 1 estdo representados no
gréafico da figura 19. Nos testes C2 e E2 do tempo 30 dias e no E3 do tempo 0 dias
ndo foi possivel a realizacdo da andlise, devido a problemas com a quantidade de

amostra disponivel. Em Cl1 e E1 é possivel observar um grande aumento na

quantidade de nitrato. J4 em L1, L2 e L3 ha uma queda consideravel.

Figura 19 - Grafico com variagao dos teores de nitrato (NOs’) no experimento 01 nos
tempos 0 e 30 dias
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Na figura 20 onde estdo representados os teores de amdnio encontrados no
experimento 01, foi possivel observar um grande aumento na quantidade de nitrato ao
longo do tempo em C1l e E1. JAem L1, L2 e L3 h&d uma queda consideravel.

Nos testes C2 e E2 do tempo 30 dias e no E3 do tempo 0 dias também nao foi
possivel a realizacado da determinacédo, devido a problemas com a massa de amostra

disponivel para a andlise.

Figura 20 - Grafico com variacdo dos teores de amonio (NH4*) no experimento 01 nos
tempos 0 e 30 dias
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Em sedimento de manguezal, a quantidade de carbono organico é alta, fosforo
e nitrogénio sdo muito variaveis e as formas nitrogenadas nitrato e amoénio apresentam
comportamentos semelhantes (CURY, 2002). O comportamento dos nutrientes ao
longo do experimento 01 de maneira geral sofreu uma queda nos tempos iniciais e
uma retomada de crescimento no tempo 30 dias.

Segundo Vallejo et al. (2005) os valores de fésforo ao longo do experimento
sdo diminuidos pelo fato da microbiota consumir no inicio da biodegradacdo. Nos
tempos 0 e 7 dias, periodo “lag” identificado neste experimento, a microbiota presente
passou pelo periodo de adaptacdo, onde ha o investimento das células em
crescimento e producdo de enzimas. Nesta fase houve um grande consumo de
nutrientes essenciais, como fdésforo e nitrogénio, j& que estes sdo constituintes
importantes das células.

Os ions nitrato (NO3) e ambnio (NH4*) s@o as principais formas utilizadas pelos
produtores primarios, apresentam-se em equilibrio dindmico e suas concentragdes sdo

governadas pelos aportes de nitrogénio na bacia e por processos biologicos, bem



como reacdes de oxidacdo e reducdo realizadas pelos microrganismos (PETERSON
et al, 2001).

No tempo 30 dias, houve aumento nas quantidades dos nutrientes carbono e
fésforo independente dos testes utilizarem o encapsulamento ou ndo, devido a
redisponibilizacdo destes para o ambiente, coincidindo com a fase de declinio da
populagdo presente nos microcosmos. As formas nitrogenadas, de maneira geral,
apresentaram queda, indicando o consumo preferencial do fésforo, seguido do
consumo do nitrato e do amdnio, ainda em andamento no tempo 30 dias.

As variagfes das quantidades de fibra de coco ndo demonstraram influencia
sobre a quantidade de nutrientes, apresentando um comportamento bastante

semelhante entre os testes.

5.2.3 Monitoramento geoquimico

A figura 21 representa o nivel de degradagdo dos compostos saturados no
experimento 01. O teste C1 apresentou queda na quantidade de todos os compostos.
C2 apresentou queda nos saturados e aromaticos e aumento na fragdo NSO.

Os testes L1 e E2 apresentaram queda nas fracdes de saturados e NSO.
Houve um aumento na fragdo aromatica. Em L2 houve aumento nos saturados e nos
NSO, enquanto os aromaticos apresentaram queda. Em L3 houve acréscimo em todas
as fragbes. Em E1 e E2 houve queda nos saturados e aumento nos aroméaticos e
NSO.

Figura 21 - Grafico de degradagdo dos compostos do experimento 01 nos tempos 0 e 30
dias
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Houve queda na quantidade da fracdo de saturados em seis dos oito testes do
experimento 01. Houve um aumento na quantidade de saturados nos testes L2 e L3,
podendo ser justificado pelo fato de ter ocorrido degradacdo das demais fracdes,
sendo que alguns fungos presentes no consércio de saturados também apresentam
capacidade de degradacdo dos demais componentes do petréleo.

A degradacéo se mostrou mais eficiente nos testes que foram empregados os
consorcios encapsulados, devido a maior quantidade de consorcio empregado nestes
testes, variando de 1 ml (10 cépsulas) a 5 ml (50 capsulas).

A degradacdo n&o pdde ser relacionada com a quantidade de fibra de coco,
devido a falta de estabelecimento de um padréo.

A Dbiodegradacdo dos compostos do petroleo apresenta uma ordem
preferencial, sendo os saturados os degradados preferencialmente (CHAINEAU et al.
1999).

Para reforgar os dados geoquimicos, foi gerado também um diagrama ternario
(Figura 22), explicitando mais claramente a degradagdo. Os pontos marcados no
diagrama pelo simbolo da gota indica o 6leo utilizado no tempo 0 dias, enquanto 0s
pontos marcados por uma estrela indica o 6leo resultante apdés 30 dias do
experimento.

Em C2, L1, E1 e E3 foi observada degradacédo, onde houve deslocamento dos
pontos do tempo 30 dias em relagdo aos pontos do tempo O dias e em direcdo a
fracdo NSO.

Ja em L2 e L3 néo foi observada degradacéo.

Em E2, had uma discrepancia do dado, pois o 6leo da Bacia do Recbncavo,
caracterizado como leve, foi classificado como degradado, apresentando uma maior
teor da fragdo de NSO no tempo 0. Ha discordancia também no tempo 30 deste teste,
onde o ponto representante foi deslocado em direcdo a fracdo de arométicos
(MILHOMEM et al, 2003).



Figura 22 - Diagrama ternério das fragfes de saturados, arométicos e NSO do
experimento 01 nos tempos 0 e 30 dias
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5.3 Experimento 02 (Degradacao de Aromaticos)

O experimento 02 — Degradacgdo de aromaticos — consistiu na montagem de 32
testes de biodegradabilidade empregando o consércio de aromaticos, de forma livre
(L1, L2 e L3), variando o peso da fibra de coco, e de forma encapsulada (E1, E2 e E3),
variando a quantidade de capsulas. Foram feitos também controles, um apenas com o

sedimento (C1) e outro com o sedimento e o 6leo (C2).
5.3.1 Monitoramento microbiolégico
Quantificacao de bactérias e fungos

No gréfico da figura 23 foi representada a quantidade de UFC de fungos em
cada teste de biodegradabilidade, para o experimento de degradacdo de aromaticos
(experimento 02).

No tempo 0 (montagem), a quantidade de UFC flngicas manteve-se proxima a
zero em todos os tratamentos, onde apenas em quatro testes houve o crescimento de

colbnias.



No tempo 7 dias, ja é notado um crescimento inicial das colbnias, mais
acentuado nos tratamentos L2, L3 e E1.

Nos tratamentos do tempo 15 dias, ha um crescimento fungico em relacdo a
coleta anterior, mas ainda se mostrando brando. Destaque para o crescimento em L1,
L2 e L3. N&@o houve crescimento fungico nos controles.

No tempo 30 dias, os testes L1, L3 e E3 apresentaram crescimento bem maior
do que nas coletas anteriores. J& L2, E1 e E2 sofreram uma queda importante na
guantidade de UFC. N&o houve crescimento fangico nos controles.

Em linhas gerais, L1, L3 e E3 apresentaram crescimento continuo ao longo do
experimento, enquanto L2, E1 e E2 apresentaram um crescimento até 15 dias e uma

queda no tempo 30 dias.

Figura 23 - Grafico para namero de células viaveis (UFC). UFC de fungos no experimento
02 nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias
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No gréfico da figura 24 foi representado o nimero de UFC bacterianas para o
experimento 02. Nos tempos 0 e 7 dias, houve crescimento de bactérias em quatro
testes: C2, L2, L3 e E1 e C2, E1, E2 e E3 respectivamente. O valor maximo
encontrado nestes testes foi de 0,04 UFC/ml.

No tempo 15 dias houve crescimento em todos os testes, sendo que L2
apresentou um pico na quantidade de UFC de 0,055 UFC/ml.

No tempo 30 dias s6 houve crescimento em trés dos oito testes (E1, E2 e E3).



Figura 24 - Gréafico para nimero de células viaveis (UFC). UFC de bactérias no
experimento 02 nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias
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No experimento de degradacdo de aromaticos de forma geral também
respeitou a curva de crescimento padrao flngico. De forma individualizada, os testes
L1, L3 e E3 possivelmente apresentaram a fase “log” tardia, somente no tempo 30
dias, mesmo apresentando crescimento também nos outros tempos coletados.

A contagem das UFC bacterianas foi feita com o interesse de parametro de
gualidade. O numero de UFC bacterianas neste experimento também se manteve
baixo e controlado, tendo seu crescimento inibido pela alta prolifera¢édo fungica. Houve
crescimento de algumas UFC, sendo estas resultantes daquelas que resistiram a
esterilizacdo. O crescimento foi muito menor do que no experimento 01 (degradacao
de saturados).

Nos controles, houve crescimento tanto bacteriano quanto fangico, atribuido a
resisténcia das espécies a desinfecgéo.

Foi observado que o crescimento microbiano foi maior nos testes em que as
células estavam livres, devido a disponibilidade dessas células para o crescimento.

As colbnias bacterianas que conseguiram se desenvolver foram presentes nos
periodos onde houve um crescimento menor das col6nias de fungos, presentes
principalmente no tempo 7 dias (possivel periodo “lag”) diminuindo consideravelmente
no tempo 30 dias.

Rocha (2010) observou o mesmo perfil de crescimento em experimentos feitos
com Aspergillus niger para a otimizac&o da producdo de enzimas degradadoras.

Seabra (2005) também observou o padrdo de crescimento fungico utilizando

biopilhas para a remediacédo de solos contaminados com petroleo.



5.3.2 Monitoramento quimico

Na figura 25 estéo representados os valores de fosforo obtidos no experimento
02. Em C1, C2 e E3, houve um aumento entres os tempos 0 e 7 dias, seguido de uma
gueda até o tempo 30 dias. Em L1 e E2, houve uma queda até o tempo 15 dias,
retornando o aumento no tempo 30 dias.

Em L2 houve um decréscimo continuo ao longo do tempo. Ja em L3 e E1
houve um crescimento do tempo 0 para o tempo 7 dias, uma queda no tempo 15 dias

e novamente um crescimento no tempo 30 dias.

Figura 25 - Gréfico com variagcao dos teores de fosforo no experimento 02 nos tempos 0,
7,15 e 30 dias
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No gréfico da figura 26 estao representados os teores de carbono organico
obtidos no experimento 02.

Em C1 houve uma queda, um aumento e uma nova queda nas quantidades de
carbono. Em C2, E2 e E3 houve uma progressiva queda do tempo 0 ao tempo 30 dias.

Nos testes L1, L3 e E1, os valores sofreram um decréscimo até o tempo 15
dias, sendo que na coleta consecutiva (30 dias) os teores tornaram a crescer.

No teste L2, houve um aumento até o tempo 15 dias, onde no tempo 30 dias a

quantidade de carbono foi reduzida.



Figura 26 - Grafico com variagao dos teores de carbono organico (%) no experimento 02
nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias
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No gréfico da figura 27, estdo representados os teores de nitrato no
experimento 02.
Os valores de nitrato aumentaram ao longo do tempo em sete dos oito testes.

No teste L3 houve queda na quantidade de nitrato na amostra.

Figura 27 - Gréafico com variagao dos teores de nitrato (NO3’) no experimento 02 nos
tempos 0 e 30 dias
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No grafico da figura 28, estdo representados os teores de amonio no
experimento 02.



Os valores de aménio aumentaram ao longo do tempo em sete dos oito testes.
No teste L3 houve queda na quantidade na amostra, situacdo idéntica a dos tores de

nitrato.

Figura 28 - Grafico com variacdo dos teores de amonio (NH4*) no experimento 02 nos
tempos 0 e 30 dias
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Os manguezais sdo considerados importantes transformadores de nutrientes
em matéria organica, apresentando altos teores. Os nutrientes no sedimento variam
espacial e temporalmente. (BERNINI; REZENDE, 2010).

Os nutrientes ao longo do experimento 02 apresentaram um comportamento de
gueda, para fésforo e carbono organico e aumento para as formas nitrogenadas
estudadas, indicando, para a degradacdo desta fracdo, o consumo preferencial do
fésforo, devido a forma da cadeia dos compostos.

O fosforo e o carbono seguiram o padréo descrito por Vallejo e colaboradores
(2005), de queda com a biodegradacao justificavel pelo consumo pelos
microrganismos. Os ions nitrato e aménio apresentaram um acumulo que pode ser
explicado pela capacidade que esses apresentam de acumular no sedimento. O
amonio é relativamente estavel no sedimento de manguezal, devido as condi¢cfes de
baixa oxigenacado. Ja o nitrato pode ser biologicamente acumulado e pode ser utilizado
como aceptor de elétrons (MANINI et al. 2003; NEALSON; BERELSON, 2003).

O aumento das formas nitrogenadas também pode ser atribuido a presenca da

fibra de coco, que por ser rica em nitrogénio pode ter disponibilizado esses ions para o



ambiente. O comportamento dos testes que apresentam variagcdo na quantidade de

fibra de coco é bem parecido em relagédo aos nutrientes.

5.3.3 Monitoramento geoquimico

No gréfico da figura 29 estdo representados a degradacédo de cada fracdo do
petréleo para o consércio de aromaticos (experimento 02).

Em C2 e L2, a quantidade de aromaticos e NSO apresentaram aumento,
enquanto a fracdo de saturados apresentou decréscimo.

Em L1, os aromaticos e saturados foram aumentados, enquanto os NSO foram
diminuidos. Em L3 e E1, os aromaticos e NSO apresentaram uma queda e 0s
saturados um aumento.

E2 apresentou queda em todas as fragBes, enquanto E3 apresentou queda nos

aromaticos e aumento nos saturados e NSO.

Figura 29 - Gréfico de degradagdo dos compostos do experimento 02 nos tempos 0 e 30
dias
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Dentro da ordem preferencial de degradacdo dos compostos de petréleo, os
compostos que representam a fracdo de aromaticos aparecem como substancias com
certa dificuldade de degradacdo, devido a sua estrutura molecular complexa
(CHAINEAU et al. 1999). A hidrofobicidade das moléculas também é fator limitante da



biodegradacdo, devido a adsorcdo das moléculas a matéria organica oriunda do
sedimento (TRINDADE, 2002).

A degradacdo desses compostos esta inversamente relacionada com o
aumento do numero de anéis e com a baixa solubilidade em &gua. Dessa forma,
compostos com um menor nimero de anéis apresentam a capacidade de degradacao
aumentada (LEMOS et al. 2009).

Houve queda na quantidade da fracdo de arométicos em cinco dos oito testes
do experimento 02. Houve um aumento na quantidade de aromaticos nos testes L1 e
L2, podendo ser justificado pelo fato de ter ocorrido degradacdo das demais fracoes,
principalmente saturados, sendo que alguns fungos presentes no consércio de
aromaticos também apresentam capacidade de degradacdo dos demais componentes
do petroleo.

A degradacgdo se mostrou mais eficiente nos testes que foram empregados os
consorcios encapsulados devido ao volume de consdrcio utilizado ser maior, variando
de 1 ml (10 capsulas) a 5 ml (50 cpsulas).

Para reforgar os dados geoquimicos, foi gerado também um diagrama ternario
(Figura 30), explicitando mais claramente a degradagdo. Os pontos marcados no
diagrama pelo simbolo da gota indica o 6leo utilizado no tempo 0 dias, enquanto os
pontos marcados por uma estrela indica o 6leo resultante apés 30 dias do
experimento.

Em todos os testes foi observada degradacdo, onde houve deslocamento dos
pontos do tempo 30 dias em relagdo aos pontos de tempo O dias e em direcdo a
fragdo NSO (MILHOMEM et al, 2003).



Figura 30 — Diagrama ternario das fragcOes de saturados, aromaticos e NSO do
experimento 02 nos tempos 0 e 30 dias
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5.4 Experimento 3 (Degradacdo de NSO)

O experimento 03 — Degradacdo de NSO — consistiu ha montagem de 32
testes de biodegradabilidade empregando o consércio de NSO, de forma livre (L1, L2
e L3), variando o peso da fibra de coco, e de forma encapsulada (E1, E2 e E3),
variando a quantidade de capsulas. Foram feitos também controles, um apenas com o

sedimento (C1) e outro com o sedimento e o 6leo (C2).

5.4.1 Monitoramento microbiolégico

Quantificacao de bactérias e fungos

A figura 31 representa a quantidade de UFC flngicas no experimento 03. Em
C2, L3 e E3, no tempo O dias, houve um crescimento notavel de UFC. Os testes
restantes dessa coleta registraram valores pequenos de crescimento.

No tempo 7 dias ja é visivel uma importante quantidade de colbnias, as quais
cresceram em sete testes, destacando-se L1, L2, E1, E2 e E3. No tempo 15 dias, o

numero de coldnias apesenta um forte declinio em todos os testes.



No tempo 30 dias houve um crescimento importante também em todos os

testes, com destaque para C2, L1 e L2.

Figura 31 - Gréafico para namero de células viaveis (UFC). UFC de fungos no experimento
03 nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias
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No gréfico da figura 32, estdo representadas as quantidades de células viaveis
bacterianas no experimento 03.

No tempo O dias ndo houve crescimento bacteriano. No tempo 7 dias houve
crescimento em sete dos oito testes, ocorrendo um pico em 0,3975 UFC/mI no teste
E1l. No tempo 15 dias quase ndo houve crescimento bacteriano, sendo 0 maximo
representado pelo teste C2, com 0,0525 UFC/ml. No tempo 30 dias o crescimento das
bactérias foi praticamente cessado, alcan¢cando o maximo de 0,01438 UFC/ml em C2.



Figura 32 - Grafico para niumero de células viaveis (UFC). UFC de bactérias no
experimento 03 nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias
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Foi observado que o crescimento microbiano foi maior nos testes onde foram
utilizadas as células livres, justificavel pela disponibilidade destas para o ambiente ser
maior do que as encapsuladas.

Neste experimento, todos os testes possivelmente apresentaram a fase “log”
no tempo 30 dias, podendo ser explicado pela complexidade das moléculas alvo da
biodegradacao, exigindo um maior periodo de adaptag@o ao stress da populacéo de
microrganismos. Porém, no teste E3, que apresenta maior quantidade de capsulas, foi
observado um crescimento significativamente menor, podendo ser atribuido a
competicdo entre 0s espécimes empregados na constituicdo das capsulas, ja que
estes apresentam um namero maior (MEYER, 2011; SILVA, 2011).

O crescimento bacteriano mostrou-se bastante reduzido, apresentando um pico
no tempo 7 dias, periodo provavelmente integrante da fase “lag” do experimento,
podendo ser justificado pela resisténcia a temperatura de algumas espécies
bacterianas. Nas outras coletas, a presenca bacteriana foi quase inexistente,
comprovando a eficiéncia da esterilizacdo e o dominio fungico sobre os microcosmos.
Este experimento foi o que apresentou menor numero de UFC bacterianas.

Wetler (2006) constatou 0 mesmo padrdo de crescimento nos seus
microcosmos, tanto nos controles, sem adicdo de petréleo, quanto nos testes com o
sedimento contaminado com petréleo. Silva (2007), também constatou crescimento
semelhante, mesmo utilizando adicdo de metais nos microcosmos, elementos toxicos

para grande parte dos microrganismos.



5.4.2 Monitoramento quimico

O gréfico da figura 33 mostra as variagbes nos teores de fosforo no
experimento 03. Em C1 e E1 houve uma queda dos valores até o tempo 15 dias e um
novo acréscimo no tempo 30 dias. Em C2 houve um crescimento progressivo ao longo
do experimento. Em L1 houve um decréscimo até o tempo 7 dias seguido de um
crescimento até o tempo 30 dias.

No teste L2 foi observada uma constéancia nos valores de fosforo ao longo do
tempo. Em L3, E2 e E3 houve uma oscilagdo ao longo do tempo, com valores
menores nos tempos de 7 e 30 dias e valores maiores em 0 e 15 dias.

Figura 33 - Grafico com variacao dos teores de fosforo no experimento 03 nos tempos 0,
7,15 e 30 dias
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O gréfico da figura 34 mostra as variagdes dos teores de carbono orgéanico
durante o experimento 03. Em C1 houve uma queda até o tempo 15 dias, voltando a
ter um aumento no tempo 30 dias. Em C2, L3 e E3 houve um crescimento até o tempo
15 dias, com uma redugéo no tempo 30 dias. Em L1 e L2 os valores foram oscilantes,
sendo que em L1 os maximos foram em 0 e 15 dias e em L2, em 7 e 30 dias. Em E1
houve um decréscimo ao longo do tempo experimental. J& em E2 houve uma queda
dos valores do tempo 7 em relacdo aos do tempo O e posteriormente uma subida

progressiva dos valores.



Figura 34 - Grafico com variagao dos teores de carbono organico (%) no experimento 03
nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias
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O gréfico da figura 35 mostra as variagfes dos teores de nitrato encontrados no
experimento 03. Os valores encontrados nos testes C2, L2, E2 e E3 apresentaram um
aumento na quantidade de nitrato presente, enquanto nos testes C1, L1, L3 e E1

apresentaram queda.

Figura 35 - Gréafico com variagao dos teores de nitrato (NO3z) no experimento 03 nos
tempos 0 e 30 dias
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O gréfico da figura 36 mostra as variacdes dos teores de amonio encontrados

no experimento 03.



Os valores encontrados nos testes C1, C2, E2 e E3 apresentaram um aumento
na quantidade de amonio presente, enquanto nos testes L1, L2, L3 e E1 apresentaram

queda.

Figura 36 - Grafico com variacao dos teores de amdnio (NH4*) no experimento 3 nos
tempos 0 e 30 dias
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Segundo Cury (2002), a quantidade de carbono organico em sedimento de
manguezal é alta. Os ions de nitrogénio, nitrato e amobnio, apresentam
comportamentos semelhantes e os nutrientes, fésforo e nitrogénio sdo muito variaveis.
Os nutrientes ao longo do experimento 03 apresentaram um comportamento altamente
heterogéneo.

O fésforo e o carbono apresentaram variados comportamentos nos testes ao
longo dos 30 dias. Esse perfil ndo definido se deve a fase logaritmica do crescimento
microbiano ter se apresentado tardiamente, onde o consumo e a redisponibilizacédo
desses nutrientes ndo ficaram bem definidos. Os ions nitrato e aménio também
apresentaram um comportamento atipico, sem um padrdo definido, podendo ser
justificado, além do consumo microbiano, pela participacdo ativa dessas formas
nitrogenadas no ciclo do nitrogénio (LUVIZOTTO, 2013; REIS, 2013).

Os testes onde foi empregada a fibra de coco apresentaram comportamentos
altamente heterogéneos em relacdo aos nutrientes, ndo sendo possivel

estabelecimento de padrbes nem atribuicdo de disponibilizagdo de nutrientes a esta.



5.4.3 Monitoramento geoquimico

Os gréficos da figura 37 representam a degradacado dos compostos NSO no
experimento 03. Em C1 nado houve deteccdo de compostos NSO. Ja a quantidade de
saturados e aromaticos aumentou. Em C2 houve queda nos NSO e nos aromaticos,
enquanto houve um acréscimo nos saturados. Em L1 houve o acréscimo nos NSO e
nos saturados, enquanto houve decréscimo nos arométicos. Em L2 e E3 houve
diminuicdo em todas as fragbes. Em L3 e E2 houve aumento em todas as fracbes. Em

E1 houve queda nos NSO e saturados e um aumento nos aromaticos.

Figura 37 - Grafico de degradacdo dos compostos do experimento 03 nos tempos 0 e 30
dias
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Dentro da ordem preferencial de degradacdo dos compostos de petréleo, os
compostos que representam a fracdo de NSO aparecem como as substancias mais
recalcitrantes presentes (CHAINEAU et al. 1999).

Houve queda na quantidade da fracdo de NSO em cinco dos oito testes do
experimento 03. Houve um aumento na quantidade de NSO também nos testes L1, L3
e E2, podendo ser justificado pelo fato de ter ocorrido degradacéo das demais fracoes,
principalmente aromaticos, sendo que alguns fungos presentes no consorcio de
aromaticos também apresentam capacidade de degradacédo dos demais componentes
do petréleo. No teste E3, o resultado obtido ndo foi analisado, devido a um erro
durante o processo, que gerou como resultado uma massa negativa, o0 que nédo é

pertinente a andlise realizada.



A degradacdo se mostrou mais eficiente nos testes que foram empregados os
consorcios encapsulados também neste experimento, onde ha a maior quantidade de
consorcios nos testes devido ao emprego das capsulas, cada uma com 100 pl de
suspenséo.

Segundo Ortiz e colaboradores (2006), os compostos com alto peso molecular
necessitam de maiores periodos de tempo para a biodegradacao, em torno de 120
dias, justificando possivelmente o periodo de crescimento caracterizado neste
experimento (“log”), onde ainda estda havendo a utilizagdo do substrato pelos
microrganismos.

Para reforcar os dados geoquimicos, foi gerado também um diagrama ternério
(Figura 38), explicitando mais claramente a degradac¢do. Os pontos marcados no
diagrama pelo simbolo da gota indica o 6leo utilizado no tempo 0 dias, enquanto os
pontos marcados por uma estrela indica o Oleo resultante apés 30 dias do
experimento.

Em L2, E2 e E3 foi observada uma pequena degradacdo, onde houve
deslocamento dos pontos do tempo 30 dias em diregdo a fragdo NSO.

Em E1, houve degradacéo preferencial da fracdo de saturados, onde houve
uma grande reducdo na sua quantidade. Foi notado também um leve deslocamento
em direcéo a fragdo NSO do oleo.

Em C2 e L3, ha uma discrepancia dos dados, pois o 6leo da Bacia do
Recodncavo, caracterizado como leve, foi classificado como degradado, apresentando
uma maior teor da fracdo de NSO no tempo 0 (MILHOMEM et al, 2003).



Figura 38 - Diagrama ternario das fracdes de saturados, aromaticos e NSO do
experimento 03 nos tempos 0 e 30 dias
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5.5 Integracdo dos dados geoquimicos dos experimentos

5.5.1 Experimento 01

Os gréficos na figura 39 representam as variagdes dos nutrientes frente a
degradacéo das fracdes do 6leo no experimento 01.

Em C1 houve aumento nas concentracbes de todos o0s nutrientes e uma
diminuicdo na quantidade da fracdo de saturados.

Em C2 houve o aumento na quantidade de fésforo. Ndo ha como inferir os
comportamentos do nitrato e do amonio neste teste, devido a falta de dados no tempo
30 dias. No carbono organico houve uma diminuigéo, seguida da queda da quantidade
de saturados.

Em L1 e L3 houve um aumento nas concentragbes de fosforo e carbono
organico enquanto houve queda nas quantidades de nitrato e aménio. A fracdo de

saturados apresentou um acréscimo.



Em L2 houve um aumento nas quantidades de fdsforo e carbono, nitrato e
amonio apresentaram assim como a fragao de saturados.

Em E1 ocorreu o aumento em todas as concentragdes de nutrientes e também
na quantidade de saturados.

Em E2 houve queda nos nutrientes fésforo e carbono, aumento no aménio e
uma queda na fracdo de saturados. As analises de nitrato e aménio para este teste
ndo foram realizadas para o tempo 30 dias, ndo sendo possivel inferir os
comportamentos ao longo o tempo.

J4 em E3, houve queda apenas na quantidade de fésforo e aumento na
quantidade de carbono organico. Os outros nutrientes ndo puderam ser inferidos
devido a falta de dados no tempo 0 dias para este tratamento.

Em todos os testes foi observado o aumento do niumero de UFC fangicas.

Figura 39 - Integracédo dos dados biogeoquimicos (nutrientes, degradacao e crescimento
fingico) para os tempos 0 e 30 dias para o experimento 01
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A partir da integracdo feita dos dados de nutrientes e degradacdo para 0s

tempos 0 e 30 dias para o experimento 01 foi possivel inferir que os nutrientes, nos



testes em geral, apresentaram um crescimento ao longo dos 30 dias, acompanhados
do aumento da quantidade de UFC e do aumento da biodegradacdo da fracdo de
saturados. Esses séo os indicativos de que os nutrientes disponiveis foram utilizados
para estabelecimento da microbiota e o declinio desta proporcionou que estes

nutrientes fossem disponibilizados novamente ao ambiente.

5.5.2 Experimento 02

Os gréficos na figura 40 representam as variagcdes dos nutrientes frente a
degradacéo das fracdes do 6leo no experimento 02.

Nos testes C1 e C2 houve queda nos nutrientes fésforo e carbono, aumento no
nitrato e amonio e queda na quantidade dos aromaticos.

Em L1, E1 e E2 houve diminuicdo nas quantidades de fosforo e carbono e
aumento nas quantidades de nitrato, amdnio e aromaticos.

Em L2 houve diminuicdo apenas no nutriente fésforo. Nos demais houve
aumento. Houve queda também na quantidade de aromaticos.

Em L3 houve decréscimo nas quantidades de todos os nutrientes enquanto
houve aumento na quantidade de aromaticos.

Ja em E3 houve queda apenas no carbono organico. Os demais nutrientes e os
aromaticos apresentaram aumento.

Houve aumento no niumero de UFC fungicas em todos os testes.

Figura 40 - Integracéo dos dados biogeoquimicos (nutrientes, degradacéo e crescimento
fingico) para os tempos 0 e 30 dias para o experimento 02

——C1 o) L] —@=l) =@=|3 =@=El E2 E3 ——C1 o) 1] ==l =@=l3 =—@=El E2 £3

16,0 jg—
—_ 2 o 160,00
(o)) 14,0 Y4 140,00
= =
E 12,0 (@) 120,00
= 10,0 E 100,00
N
@) 8,0 — 80,00
et =
5 o0 N 9 60,00
w— 0 c 1000 g/ /ré=z
(7] «© -
O 2,0 E 20,00
LL 00 0,00
T0 T30 < T0 T30
—o—C1 o3 Ll —@=l2 =@=(3 =@=El £2 £3 —o—C1 [} Ll —@=l2 =@=(3 =@=El £2 3
—~ 120,00 16,00
(@] 14,00
N 100,00
~ =
12,00 ———
> \<;
80,00 o 1000
£ S |
N
~ 60,00 _—— 8,00
o 40,00 0—"74* O 6,00
=1 . P = ( )
@© = 4,00
b 20,00
— 2,00
zZ 0,00 0,00



—e—C1 Q2 Ll —@ml) —=@=13 —@=El E2 E3
—a—C1 2 Ll =@=l2 —@=l3 —@=El £2 E3
12000

10000

8000

6000

4000

2000

%Degradacéo
(Aromaticos)
Ufc/ml (10-°)

T0 T30

Observada a integragdo dos dados do experimento 02, foi possivel concluir que
0s niveis de carbono organico e fosforo nos testes mantiveram o padrdo de queda,
enquanto as espécies nitrogenadas apresentaram aumento, justificavel pela
capacidade de acumulo do nitrato e do aménio em condi¢des de pouca oxigenagao,
caracteristica de sedimento de manguezal. A biodegradacdo dos compostos
aromaticos apresentou em sua maioria um aumento, acompanhados pelo aumento de
UFC, porém em uma parte dos testes apresentou resultados contrarios, devido a
caracteristicas especificas dos compostos, que acabam por retardar/dificultar a

degradacéo.

5.5.3 Experimento 03

Os gréficos na figura 41 representam as variagdes dos nutrientes frente a
degradacédo das fracbes do Oleo no experimento 03. Em C1l apenas o amonio
aumentou. Os restantes nutrientes apresentaram queda, assim como a quantidade de
NSO.

Em C2 houve aumento de todos os nutrientes e queda na quantidade de NSO.

Em L1 houve queda nas quantidades de fésforo, amdnio e nitrato. O aumento
se deu nas quantidades de carbono organico e nos compostos NSO.

Em L2 houve queda nas quantidades de fésforo. Aménio, nitrato e carbono
organico aumentaram. A quantidade de compostos NSO diminuiu.

Em L3 as quantidades de fésforo e compostos NSO aumentaram. Os demais
nutrientes apresentaram queda.

No teste E1 houve queda em todas as quantidades de nutrientes e nos
compostos NSO.

Em E2 apenas o fésforo apresentou queda. Nitrato, amonio, carbono e
compostos NSO apresentaram aumento.

J4& em E3 houve aumento nas quantidades de fésforo, ambnio e nitrato.

Carbono orgéanico e compostos NSO apresentaram queda.



Houve aumento na quantidade de UFC na maioria dos testes, excetuando-se o
L3.

Figura 41 - Integracédo dos dados geoquimicos (nutrientes, degradacado e crescimento
fingico) para os tempos 0 e 30 dias para o experimento 03
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Observada a integragdo dos dados para o experimento 03, notou-se uma

Ufc/ml (10-°)

% Degradacao (NSO)

heterogeneidade nos dados. O comportamento esperado pelos nutrientes ao longo
dos 30 dias nédo foi observado, onde os teores observados apresentaram grandes
variagfes. As taxas de biodegradacdo também foram variaveis, mas presentes. O
tempo em que foi promovida ndo foi suficiente para a total degradagdo, mas
demonstrou um principio de biodegradacdo, devido a grande recalcitrancia dos
compostos NSO.



5.6 Andlise dos Componentes Principais (ACP)

5.6.1 Experimento 01

A analise dos componentes principais (ACP) dos parametros biogeoquimicos
(fésforo, nitrato, aménio, carbono organico, degradacdo e quantidade de UFC)
monitorados no experimento 01, pode ser explicada por 100% de variancia entre os
dois fatores (Figuras 42 e 43).

No gréfico de pesos em CP1, todas as varidveis tendem a localizar-se mais a
direita do diagrama, mostrando que essas estdo correlacionadas positivamente (Figura
42). Analogamente no CP2, TO esta correlacionado negativamente com a variavel T30,
pois esta tende a localizar-se na parte inferior, enquanto que TO tende a se localizar na
parte superior do grafico.

A Figura 43 mostra o grafico dos escores nas duas primeiras componentes. A
primeira componente (82,94% da informagédo) pode ser interpretada de forma que
podem ser observados 4 grupos. Os parametros: nitrato e amonio, que correspondem
ao primeiro grupo sdo 0s que apresentam maior peso positivo em relagéo ao fésforo,
ao carbono e a degradacao. O grupo 2 representado pelos dados restantes do nitrato
e do amoénio. O grupo 3 representado pelo fosforo, carbono organico e degradacao
esta correlacionado negativamente com nitrato e amdnio. O grupo 4 apresentou
correlagdo negativa com o0s grupos 1 e 2 em relagdo ao PC2. De modo geral foi
possivel observar que no grupo 1 e 2, as concentracdes de nitrato e amonio
provavelmente ndo influenciaram a degradacdo, o que foi observado para fésforo e

carbono orgénico.



Figura 42 — Grafico de pesos da analise dos componentes principais — experimento 01
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Figura 43 - Grafico de escores da analise dos componentes principais — experimento 01
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5.6.2 Experimento 02

A andlise dos componentes principais (ACP) dos parametros biogeoquimicos
(fésforo, nitrato, aménio, carbono organico, degradacdo e quantidade de UFC)
monitorados no experimento 02, pode ser explicada por 100% de variancia entre os
dois fatores (Figuras 44 e 45).

No grafico de pesos em CP1, todas as variaveis tendem a localizar-se mais a
direita do diagrama, mostrando que essas estéo correlacionadas positivamente (Figura
44). Analogamente no CP2, TO esta correlacionado negativamente com a variavel T30,
pois esta tende a localizar-se na parte inferior, enquanto que TO tende a se localizar na
parte superior do grafico.

A Figura 45 mostra o grafico dos escores nas duas primeiras componentes. A
primeira componente (88,49% da informagédo) pode ser interpretada de forma que
podem ser observados 2 grupos. Os parametros nitrato e aménio, que correspondem
ao primeiro grupo sdo 0s que apresentam maior peso positivo em relagédo ao fésforo,
ao carbono e a degradacéo. O grupo 2 representado pelas variaveis fésforo, carbono
organico e degradacao esta correlacionado negativamente com nitrato e amonio para
PC2. De modo geral foi possivel observar que no grupo 1, as concentra¢gdes de nitrato
e amodnio nao influenciaram a degradacao, o que foi observado para fésforo e carbono
organico (grupo 2).



Figura 44 — Grafico de pesos da anélise dos componentes principais — experimento 02
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Figura 45 — Grafico de escores da analise dos componentes principais — experimento 02
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5.6.3 Experimento 03

A andlise dos componentes principais (ACP) dos parametros biogeoquimicos
(fésforo, nitrato, aménio, carbono organico, degradacdo e quantidade de UFC)
monitorados no experimento 02, pode ser explicada por 100% de variancia entre os
dois fatores (Figuras 46 e 47).

No gréfico de pesos em CP1, todas as varidveis tendem a localizar-se mais a
direita do diagrama, mostrando que essas estdo correlacionadas positivamente (Figura
46). Analogamente no CP2, TO esta correlacionado negativamente com a variavel T30,
pois esta tende a localizar-se na parte inferior, enquanto que TO tende a se localizar na
parte superior do grafico.

A Figura 47 mostra o grafico dos escores nas duas primeiras componentes. A
primeira componente (88,08% da informagéo) pode ser interpretada de forma que
podem ser observados 2 grupos. Os parametros correspondentes ao primeiro grupo
(nitrato e amoénio) apresentam maior peso positivo em relagédo ao fosforo, ao carbono e
a degradacdo. O grupo 2 representado pelas variaveis fosforo, carbono orgéanico e
degradacgéo esta correlacionado negativamente com o grupo 1 para PC2. De modo
geral foi possivel observar que no grupo 1, as concentracdes de nitrato e amonio ndo

influenciaram a degradac&o, o que foi observado para fésforo e carbono organico

(grupo 2).

Figura 46 — Grafico de pesos da andlise dos componentes principais — experimento 03
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Figura 47 — Grafico de escores de analise dos componentes principais — experimento 03
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Através das andlises realizadas, foi possivel observar que o emprego do
encapsulamento dos fungos se apresentou bastante eficiente, onde a utilizacdo das
capsulas proporcionou um maior nivel de degradacéo das fracdes do 6leo nos testes
de biodegradabilidade, se mostrando alternativa de uso para a biorremediacéo in situ.

O desenvolvimento da microbiota empregada nos experimentos foi satisfatorio,
resultando num namero expressivo de unidades formadoras de colénias ao fim dos 30
dias.

A utilizag&o da fibra de coco como nutriente ndo pdde ser corroborada, devido
ao nao estabelecimento de padrdes entre a quantidade da fibra e a intensidade da
biodegradacdo, devido ao comportamento varidvel dos nutrientes nestes testes.
Outros ensaios precisam ser realizados para a complementag&o/confirmacdo desta
capacidade deste material.

Pbde-se inferir que a biodegradag¢do ocorreu ao longo do curto periodo de
experimento (30 dias), o qual foi suficiente para demonstrar a eficacia dos consorcios

adotados neste processo. Extrapolando os resultados de biodegradacdo obtidos para



um tempo maior, sera possivel que o processo se dé de forma completa, expondo o
6leo aos consorcios durante mais tempo.

A analise de ACP relacionou os possiveis fatores ligados diretamente a
degradacgédo. Foram agrupados os nutrientes fésforo e carbono com a biodegradacao,
mostrando uma possivel relacdo entre os fatores e uma maior contribuicdo nesta
biodegradacéo.

Contudo, foi possivel observar que os consércios fungicos empregados durante
0 experimento, se mostraram satisfatoriamente eficientes para a realizacdo da

biorremediacdo em sedimento de manguezal impactado por 6leo.
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