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RESUMO  

 

A utilização de petróleo como principal recurso energético é um dos fatores que contribuem 

para o aumento de acidentes com produtos petroquímicos, incluindo incêndios de grandes 

proporções, causando graves danos ambientais. A dificuldade no combate a incêndios 

envolvendo hidrocarbonetos com compostos comuns levou ao uso de espumas especiais para o 

controle de incêndio, as AFFF (Aqueous Film-Forming Foam), sendo entretanto, também 

prejudiciais ao ambiente e seus organismos. A biorremediação emerge como um processo 

simples e de baixo custo quando comparado a outras alternativas, além se ser menos agressiva 

e a mais adequada para manutenção do equilíbrio ecológico. Desta forma, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar o potencial de cepas ambientais das espécies Bacillus subtilis e Bacillus 

licheniformis em biodegradar diesel S10 e substâncias presentes na espuma para combate a 

incêndios (AFFF), em sedimento de áreas costeiras. A avaliação de biodegradação dos 

contaminantes, foi realizada por meio de teste com 2,6 diclorofenol-indofenol (DCPIP), 

respirometria de Bartha e Pramer e da análise química do contaminante por Cromatografia 

Gasosa Acoplada à Espectrometria de Massas (CG/MS). Os resultados obtidos mostraram a 

capacidade das cepas bacterianas em biodegradar substâncias presentes no diesel e na AFFF, 

tanto de forma isolada quanto em consórcio bacteriano. A concentração de carbonos (C) 

biodegradados (µmol) de AFF (6%) com o consórcio foi de 7,32E±03, enquanto que, para o 

diesel S10 (2,5%) a concentração de C biodegradados (µmol) foi de 1,55E±04. Após a 

biodegradação de Bartha e Pramer, os resultados apresentam uma degradação de até 6x da 

concentração inicial, a análise de CG/MS apresentou mudanças no perfil cromatográfico do 

diesel, demonstrando uma degradação dos compostos, principalmente do perfil cromatográficos 

dos BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e O-Xileno), na [2,5%] nota-se que o benzeno foi 

totalmente degradado. Os resultados destacaram a importância da utilização de cepas 

ambientais na biorremediação, propiciando a diminuição do período adaptativo e uma rápida 

ação de biorremediação dos ambientes contaminados. O presente trabalho demonstrou que as 

cepas selecionadas são eficientes em remediar a contaminação por estes tipos de compostos, 

tendo grande potencial para estudos futuros que permitam sua utilização em outros compostos 

comerciais.   

 

Palavras chaves: Biodegradação, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, BTEX. 

 



 
 

ABSTRACT 

The use of oil as the main energy resource is one of the factors that contribute to the increase 

of accidents with petrochemical products, including large fires, causing serious environmental 

damage. The difficulty in fighting fires involving hydrocarbons with common compounds led 

to the use of special foams for fire control, the AFFF (Aqueous Film-Forming Foam), being, 

however, also harmful to the environment and its organisms. Bioremediation emerges as a 

simple and low cost process when compared to other alternatives, besides being less aggressive 

and the most appropriate for maintaining ecological balance. Thus, the objective of this work 

was to evaluate the potential of environmental strains of Bacillus subtilis and Bacillus 

licheniformis species in biodegrade diesel S10 and substances present in foam for fire fighting 

(AFFF), in sediment of coastal areas. The biodegradation of contaminants was evaluated by 

means of a 2.6 dichlorophenol-indophenol (DCPIP), Bartha and Pramer respirometry and 

chemical analysis of the contaminant by Gas Chromatography Coupled to Mass Spectrometry 

(CG/MS). The results showed the ability of bacterial strains to biodegrade substances present 

in diesel and AFFF, both in isolation and in bacterial intercropping. The concentration of 

biodegraded carbons (C) (μmol) of AFF (6%) with the intercropping was 7.32E±03, while for 

diesel S10 (2.5%) the concentration of biodegraded C (μmol) was 1.55E±04. After the 

biodegradation of Bartha and Pramer, the results show a degradation of up to 6x of the initial 

concentration, the CG/MS analysis showed changes in the chromatographic profile of diesel, 

demonstrating a degradation of the compounds, mainly the chromatographic profile of BTEX 

(Benzene, Toluene, Ethylbenzene and O-Xylene), in the [2.5%] it is noted that benzene was 

totally degraded. The results highlighted the importance of the use of environmental strains in 

bioremediation, providing a reduction in the adaptive period and a quick action of 

bioremediation of contaminated environments. The present work demonstrated that the selected 

strains are efficient in remedying contamination by these types of compounds, having great 

potential for future studies that could allow their use in other commercial compounds 

 

Keywords: Biodegradation, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, BTEX.  
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INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento industrial e econômico mundial, intensificou a expansão da 

indústria petrolífera, principalmente após a invenção de motores a gasolina e óleo diesel. No 

entanto, a utilização em grande escala de combustíveis fosseis trouxe também o aumento de 

danos ao meio ambiente, resultantes das atividades da indústria petrolífera, considerada um 

dos principais problemas ambientais (NOEL et al., 2016; MNIF et al., 2017). 

Acidentes envolvendo hidrocarbonetos derivados do petróleo, ocorrem com bastante 

frequência, principalmente em função da exploração, refino, transporte e armazenamento 

(FARHADIAN et al., 2008). A maior parte dos acidentes ocorre provavelmente por 

vazamentos, incêndios e/ou explosões no ambiente costeiro, que corresponde a grandes 

perdas de petróleo e derivados (ISSAKOV, 2013) 

O meio ambiente tem capacidade limitada para absorver esses impactos, o que resulta 

em uma degradação ambiental considerável, gerando grande preocupação (TURNER e 

RENEGAR, 2017). Diversas técnicas têm sido desenvolvidas para diminuir os impactos 

ambientais causados por derramamentos de petróleo e seus derivados, dentre elas destaca-se 

a biorremediação (MILLIOLI et al., 2008).  

A biodegradação por meio da atividade microbiana, vem ganhando espaço por ser 

uma técnica bastante eficaz, relativamente de baixo custo, não invasiva e que pode ser 

associada às tecnologias convencionais (BENTO et al., 2005; EL-NAAS et al., 2014), tendo 

como meta principal atingir a mineralização completa do contaminante (ANDRADE et al., 

2010). 

 Considerando que as regiões costeiras e os ambientes marinhos são bastante 

suscetíveis à contaminação por hidrocarbonetos de petróleo por sua estreita relação com a 

indústria petrolífera (DASTGHEIB et al., 2011), microrganismos isolados de tais ambientes 

possuem grande potencial para processos de biorremediação, uma vez que, estão adaptados 

aos contaminantes e às condições ambientais (BUGNI & IRELAND, 2004). 

O petróleo e seus derivados são a principal fonte de energia atual, mas seus processos 

de biodegradação são complexos e dependem da natureza e quantidade de hidrocarbonetos 

presentes (DAS & CHANDRAN, 2010; RAHMAN et al., 2002), bem como de vários outros 

fatores.  

Dessa forma é evidente que o desenvolvimento de pesquisas e tecnologias de 

biorremediação de baixo custo e alta eficiência, se fazem necessários, para minimizar os 

danos ambientais, humanos e aumentar o conhecimento estes processos.  
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Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar a utilização de cepas isoladas de 

ambientes altamente contaminados, ou seja, adaptadas a estas condições, em processos de 

biorremediação de espuma de controle de incêndio (AFFF) e diesel S10 em sedimento de 

ambientes costeiros.  
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OBJETIVO 

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial das espécies Bacillus 

subtilis e Bacillus licheniformis, isoladas de ambientes contaminados por hidrocarbonetos, 

em biodegradar diesel S10 e substâncias presentes na espuma para combate a incêndios 

(AFFF), em sedimento de áreas costeiras. 

 

  Objetivos Específicos 

• Determinar a taxa de crescimento das espécies B. subtilis e B. licheniformis por meio 

da curva de crescimento;  

• Verificar a utilização de sedimento de ambientes costeiros em processos de 

biorremediação;  

• Avaliar a capacidade de bidegradação de AFFF e diesel S10 pelas espécies B. subtilis 

e B. licheniformis por técnica de colorimetria;  

• Verificar por meio de teste de biodegradação – Respirometria de Bartha, o potencial 

das espécies B. subtilis, B. licheniformis e do consórcio entre ambas as cepas em 

biodegradar diesel S10 e substâncias presentes na espuma para combate a incêndios 

(AFFF);  

• Verificar por meio de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa 

(CG/MS) a biodegradação do diesel S10.  
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CAPÍTULO 1 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1 Indústria do Petróleo  

Um dos registros mais antigos da utilização do petróleo é de 1271, no qual Marco Polo 

relatou a utilização da substância como combustível para lamparinas. O óleo cru era obtido 

por meio de liberações naturais na superfície da terra (TESTA e WINEGARDNER, 2000). 

A produção comercial de petróleo nos Estados Unidos começou em 1859, com a 

produção de querosene a ser utilizado em lâmpadas. No século XIX a indústria petrolífera 

teve forte impulso com o surgimento do motor à combustão interna. Com isso o petróleo se 

tornou a principal fonte de energia até a atualidade, sendo responsável pelo desenvolvimento 

econômico de diversos países (THOMAS et al., 2001). Com a popularização dos 

automóveis, o enfoque principal da indústria passou a ser os combustíveis, sendo que só em 

1930 passou a desenvolver o óleo para fins de aquecimento.  

Com a utilização de combustíveis fosseis como fonte de energia, o aumento 

populacional e a industrialização nos países em desenvolvimento, a demanda mundial de 

petróleo foi crescente, chegando a um aumento de 76% entre a décadas de 70 e final dos 

anos 90. 

Estima-se que até 2026, o consumo mundial de petróleo deverá atingir 104,1 mb/d1. 

Isso representaria um aumento de 4,4 mb/d em relação aos níveis de 2019 (IEA, 2022). 

O Brasil é responsável por aproximadamente 2,8% da produção de petróleo mundial, 

com produção média anual de 2,905 mb/dia, em 2021. Havendo uma tendência ao aumento 

da produção de petróleo nos últimos 5 anos, conforme Figura 1(ANP, 2022).  

 
1 1barril de petróleo corresponde a 159 litros. 
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Figura 1:Fonte: ANP/SIGEP – Boletim da Produção de Petróleo e Gás Natural no Brasil 12-

2021. 

 

O petróleo é uma das principais fontes de matérias primas para produzir gás, óleos 

lubrificantes, produtos asfálticos, plásticos, além dos seus derivados serem uma das 

principais fontes de energia para o transporte. Em 2019, a movimentação econômica do setor 

de petróleo foi de 3,8% do PIB mundial, equivalente a US$3,26 trilhões (IEA, 2022). 

1.2 Acidentes de grande impacto da indústria do petróleo 

Apesar de sua grande importância, as atividades relacionadas ao petróleo e seus 

derivados têm sido responsáveis por diversos acidentes e danos causados ao meio ambiente 

e seus organismos. 

No ano de 2000, um duto da Petrobrás que ligava a Refinaria Duque de Caxias (Reduc) 

ao terminal Ilha d`Água, na ilha de Governador, no Rio de Janeiro, rompeu-se provocando 

o derramamento de 8,2 mil barris de óleo combustível e graxas nas águas da baía de 

Guanabara, formando uma mancha de mais de 40 km2. O derramamento ocasionou a 

contaminação das águas da baía, areias, costões rochosos, muros de contenção e pedras das 

ilhas de Governador e de Paquetá. Este foi considerado uns dos mais graves acidentes 

ambientais na América do Sul, segundo relatório do Ministério do Meio Ambiente (BRASIL 

2001).  

O maior acidente marinho da indústria do petróleo ocorreu no Golfo do México em 

2010 e provocado pela explosão da plataforma Deepwater Horizon da Britsh Petróleo. Entre 

20 de abril a 15 de julho de 2010 foram derramados 4,9 milhões de barris no oceano (Figura 

2), se espalhando por 1500 km no litoral norte americano (ROBERTSON e KRAUSS, 

2010).  
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Figura 2: Imagem de satélite da região afetada pelo derramamento de petróleo pela 

plataforma Deepwater Horizon. 

O acidente contaminou e matou milhares de animais. Foram contabilizados 

aproximadamente 6814 animais afetados diretamente, em sua maioria aves e tartarugas 

marinhas (GREENPEACE, 2015). Além dos danos ambientais, a região enfrentou 

consequencias socioeconômicas: a pesca precisou ser interrompida e o turismo na costa sul 

dos Estados Unidos foi afetado (TANGLEY, 2010).  

De acordo com o relatório da ANP (2012), em novembro de 2011, durante a perfuração 

de um poço de petróleo em Campo do Frade, na Bacia de Campos, Macaé, RJ, ocorreu o 

vazamento de 3.700 barris de petróleo, o equivalente a 588 mil litros de óleo no mar, da 

plataforma Sedco 706. O vazamento na plataforma operada pela empresa Chevron produziu 

uma mancha de óleo de 18 km de extensão. O acidente foi similar, mas em proporções bem 

menores ao ocorrido em abril de 2010, na plataforma Deepwater Horizon, da petrolífera 

British Petroleum. A empresa que operava a plataforma era a mesma que operava a British 

Petroleum no Golfo do México (THOMÉ, 2011).  

Em 2 de abril de 2015 o Porto de Santos, especificamente no Terminal da Ultracargo 

(Figura 3), protagonizou o maior incêndio em área industrial do Brasil. Ao todo, 6 tanques 

de granéis líquidos foram queimados pelas fortes chamas que duraram 9 dias. Foram 

atingidos ao longo do incêndio 5 tanques de gasolina e 1 de etanol com capacidade de 6 mil 

m3 cada. O incêndio não teve vítimas fatais, mas deixou graves danos ambientais 

(ULTRACARGO, 2015).  
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Figura 3:Incêndio no terminal da ULTRACARGO – Santos 2015. Fonte: Google - Foto: 

Delamonica/Futura Press. 

De acordo aos valores apresentados pela Polícia Militar do Estado de São Paulo, para 

extinguir o incêndio foram necessários 300 m3 de espumas formadoras de filme aquoso 

(AFFF) (Figura 4), disponibilizados por diversas empresas brasileiras (FONTES, 2016). A 

AFFF foi vertida no estuário sem nenhum tratamento prévio, causando de imediato a 

mortalidade de peixes e organismos aquáticos e a contaminação ao longo do estuário, pois 

os surfactantes presentes na espuma, compostos por compostos poli- ou per- fluorado 

(PFCs), são persistentes, tóxicos e bioacumulam (KISSA, 1994).  

 
Figura 4: Utilização de AFFF para apagar o incêndio do terminal da ULTRACARGO – 

Santos 2015. Fonte: Google - Foto: Diego Lameiro/ Corpo de Bombeiros. 



28 
 

Apesar dos avanços recentes, incêndios envolvendo hidrocarbonetos provenientes de 

petróleo são difíceis de extinguir, devido à quantidade de combustíveis de alto poder 

calorífico disponível para consumo do fogo (HUSAIN, 1995). Desta forma o uso de 

compostos especiais as AFFFs para o controle de incêndio são extremamente necessárias, 

possuem comprovada pois as mesmas se mostraram eficiência em extinguir chamas 

(SARDQVIST, 2002).  

O derramamento de óleo bruto na costa do Brasil, que atingiu especialmente o 

Nordeste, no ano de 2019, ficou conhecido como o maior desastre dessa natureza na história 

do país e um dos mais extensos registrados no mundo. O óleo atingiu 4.334 km da faixa 

litorânea, 11 estados da República Federativa do Brasil, sendo as regiões afetadas o Nordeste 

e o Sudeste do Brasil (Figura 5).  

 

 
Figura 5:Praia de Lagoa do Pau, município de Coruripe, em Alagoas, foi uma das atingidas 

pelo petróleo vindo do mar- Carlos Ezequiel Vannoni / Agência Pixel Press / Folhapress - 

Revista Fapesp Edição 286, dezembro 2019. 

O óleo atingiu 4.334 km da faixa litorânea de 11 estados da República Federativa do 

Brasil. As manchas se estenderam entre a costa do Maranhão e a costa do estado do Rio de 

Janeiro, atingindo 120 municípios e 724 localidades até 22 de novembro de 2019. O total de 

óleo recolhido nas praias foi de 5379,76 toneladas ao total (Figura 6) (LOURENÇO et al. 

2020).  
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Figura 6: Coleta de óleo nas praias da costa do Brasil no acidente de 2019. Valores em 

toneladas por região. Fonte: IBAMA. 

Considerando a extensão desse desastre ambiental, associado às peculiaridades da 

biodiversidade brasileira, o inestimável prejuízo à fauna e às áreas de proteção ambiental foi 

inevitável. As áreas de proteção ambiental a Costa dos Corais e o Parque Nacional de 

Abrolhos foram as mais afetadas por serem mais sensíveis a exposição. (MAGRIS et al., 

2020). 

O derramamento de óleo neste evento, contaminou e causou mortalidade de tartarugas, 

peixes, aves, algas marinhas e animais filtradores, como mexilhões. Espécies comerciais 

tiveram sua pesca e captura proibidas momentaneamente para evitar que as substâncias 

tóxicas presentes nos seus tecidos, provenientes do petróleo, causassem danos à saúde das 

pessoas que iriam consumir o pescado (CARMO & TEIXEIRA 2020). 

Segundo Reddy et al. (2022), as amostras coletadas nas diferentes regiões na época do 

aparecimento misterioso de óleos em 2019, foram provenientes da mesma fonte de origem 

e, ainda em outubro de 2022, embora em menor volume e de forma esporádica, surgiram, na 

costa brasileira, porções de óleo de mesma origem sendo que o volume total já soma mais 

de sete toneladas.  

Conforme Lei Federal 9.605/98, a contaminação ambiental é considerada crime 

ambiental em todo território brasileiro. A resolução do Conselho Nacional do Meio 

Ambiente (CONAMA) Nº 273 de 2000, dispõe que na ocorrência de passivos acidentes 

ambientais, os proprietários, arrendatários ou responsáveis pelo estabelecimento, 

equipamentos e sistemas além dos fornecedores de combustíveis, responderão 

solidariamente pela situação, contribuindo para o saneamento das áreas impactadas. 
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O mais recente acidente envolvendo instalações petrolíferas ocorreu em agosto de 

2022 em Matanzas, maior porto de Cuba. Um raio atingiu um tanque de armazenamento de 

combustível, que deu início ao incêndio que durou cerca de 5 dias. As chamas atingiram 4 

tanques ao total, cada um com capacidade de 50 mil m3. O uso de espumas de controle de 

incêndio (AFFF) foi feito apenas no quinto dia do incêndio, devido à indisponibilidade e 

dificuldade de acesso. Não se tem informações oficiais da quantidade de espuma foi utilizada 

e nem da quantidade de material que possa ter sido descarregado no mar (EURONEWS, 

2022).  

1.3 Caracteriisticas dos Contaminantes  

1.3.1 Petróleo  

O óleo cru presente na crosta terrestre é uma mistura complexa de compostos naturais. 

Cerca de 200 a 300 componentes químicos são registrados em sua composição, sendo o 

grupo principal (50 a 98% do total) o dos hidrocarbonetos, compostos por cadeias de carbono 

e hidrogênio (GERLACH, 1976; BICEGO, 1988). Essa mistura complexa de diferentes 

componentes, divide-se em quatro grupos principais ou classes: alcanos (de cadeia simples 

e ramificados), aromáticos, resinas e naftenos (Figura 7) (WRENN & VENOSA, 1996).  

 
Figura 7: Classes de hidrocarbonetos encontrados no petróleo Fonte: Elaborado pelo autor. 

A composição do petróleo varia de acordo com a sua procedência, dependendo tanto 

da região/local onde é encontrado, como da profundidade do poço. Diante da complexidade 

da sua composição não existem duas misturas de petróleo idênticas (SPEIGHT, 2002), 

variando aspectos, como cor, viscosidade, odor, densidade, acidez e outros 

(NASCIMENTO, 2016; GLASBY, 2006).  
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O petróleo apresenta também outros compostos químicos, além dos hidrocarbonetos, 

na sua composição. Segundo BICEGO (1988) um dos principais compostos é o enxofre (até 

10% do petróleo), seguido por ácidos graxos (gorduras) (até 5% do total) e compostos 

nitrogenados (01- 2,0%), além de diversos elementos como níquel, vanádio, ferro e cobre, 

presentes em partes por milhão.  

Mesmo com toda complexidade da composição, a essência do petróleo é vista em sua 

maioria de átomos de carbono e hidrogênio. O teor do carbono é relativamente constante 

(83,0-87,0% m/m) sendo os teores de hidrogênio e heteroátomos os que conferem distinção 

entre óleos (SPEIGHT, 2006).  

1.3.2 Óleo Diesel  

O óleo diesel comercial é derivado do refino do petróleo bruto, constituído por uma 

mistura complexa de hidrocarbonetos de cadeias com 6 a 30 átomos de carbono e em menor 

proporção átomos de nitrogênio, enxofre e oxigênio (KNOTHE et.  al., 2006; SOUZA et al., 

2016). A composição específica do diesel, depende da origem do óleo cru utilizado na 

destilação. O diesel apresenta cerca de 64% de hidrocarbonetos (componentes saturados, 

incluindo cicloalcanos e cadeias ramificadas) (PENET et al., 2004), além de compostos 

polares e aromáticos (BENTO et al., 2005).  

A propensão dos constituintes do petróleo para serem biodegradados se modifica de 

acordo com o tamanho da molécula do hidrocarboneto e sua concentração (SOUZA et al., 

2016). De acordo com Yu et al. (2005), o aumento de anéis aromáticos eleva a estabilidade 

química e a hidrofobicidade da molécula, tornando menos disponíveis à biodegradação.  

Por se tratar de um produto intermediário do processo de destilação, a biodegradação 

do óleo diesel é bastante estudada (GEERDINK et al., 1996). Existem estudos que associam 

a baixa biodegradabilidade do diesel a limitações na transferência de hidrocarbonetos ou a 

quantidades insuficientes de oxigênio do meio. (SONG et al, 1990).  

Hidrocarbonetos poliaromáticos (PAH) presentes no diesel estão entre os menos 

degradados, são considerados compostos semi-voláteis com baixa solubilidade e 

característica recalcitrante e persistem por um longo período tempo no ambiente (KAPLAN 

et al., 1997).  

Na composição do diesel estão presentes os Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno 

(BTEX) (Figura 8) sendo bastante utilizados como indicadores do processo de degradação, 

devido a capacidade de evaporação e solubilização. O benzeno e o tolueno são mais solúveis 
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em água quando comparados ao etilbenzeno e xilenos, que possuem menor solubilidade e 

são mais resistentes à biodegradação (KAPLAN et al., 1997).  

 

  Benzeno Tolueno Etilbenzeno o-Xileno 

 Estrutura 

química 

 

 

 

 

Fórmula  C6H6 C7H8 C8H10 C8H10 

Características  Carcinogênico Inflamável  Inflamável  Inflamável  

  Inflamável  Nocivo Nocivo Nocivo 

  Tóxico      Irritante 

Figura 8: Estruturas químicas do BTEX. Fonte: Adaptado de EL -NAAS et al. (2014). 

 

Estes compostos estão entre os principais contaminantes de preocupação (XIE et al., 

2016), sendo os principais componentes aromáticos encontrados nos produtos derivados de 

petróleo. São listados como poluentes prioritários pela USEPA (QU et al., 2015), pois são 

bastante tóxicos e nocivos à saúde humana, podendo atingir o sistema nervoso, causar 

câncer, entre outros problemas de saúde (XIE et al., 2016).  

Atualmente, o óleo diesel no Brasil é apresentado em duas versões, o diesel S500 e o 

S10. O diesel S10 é um combustível mais refinado que os seus antecessores: enquanto o 

diesel S500 possui 500ppm, o S10 apresenta apenas 10ppm de enxofre em sua composição, 

reduzindo a emissão de poluentes e diminuindo o impacto ambiental (ANP 2019). 

O diesel S10 foi introduzido e regulamentado no mercado nacional por meio do 

Programa de Controle da Poluição do Ar por Veículos Automotores – PROCONVE descrita 

na Resolução n° 415/2009 e da Resolução ANP n° 46/2012. Este fato foi motivado pela 

implementação de limites cada vez mais restritivos para as emissões de poluentes dos 

veículos em circulação no mundo. 

O biodiesel foi introduzido na matriz energética brasileira por meio do Programa 

Nacional de Produção e Uso do Biodiesel (PNPB) conforme Lei n° 11.097 de 13 de janeiro 

de 2005 que estabeleceu um cronograma de implementação e aumento gradual de 

concentração do biocombustível no óleo diesel, que se apresenta em 10%, de teor de 

biodiesel (v/v).  
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Segundo a Resolução ANP n° 50/2013 (BRASIL, 2013) os óleos diesel de uso 

rodoviário se classificam em:  

• Óleo diesel A: combustível produzido por processos de refino do petróleo, centrais 

de matérias-primas petroquímicas ou autorizadas, sem a adição de biodiesel;  

• Óleo diesel B: óleo diesel A com adição de biodiesel na concentração estabelecida 

pela legislação. 

Os tipos de diesel descritos acima são divididos de acordo com o nível máximo de enxofre 

que possuem, conforme nomenclatura estabelecida no Artigo 3° da Resolução ANP n° 

65/2011 (BRASIL, 2011):  

• Óleo diesel A S10 e B S10: teor máximo de enxofre de 10 mg/kg;  

• Óleo diesel A S500 e B S500: teor máximo de enxofre de 500 mg/kg.  

 

1.3.3 Espuma de Controle de Incêndio – AFFF 

A espuma formadora de filme aquoso (Aqueous Film-Forming Foam), devido à sua 

estrutura particular, melhora a eficiência no combate a incêndios garantindo uma vasta 

aplicação. A espuma foi desenvolvida a fim de contornar algumas limitações do uso da água 

no combate a incêndios (ISENBERG, 1992). Entre outras limitações, a água apresenta baixa 

viscosidade, provocando escoamento rápido, além de que seu próprio jato pode causar o 

transbordamento de líquidos em chamas (BHAKTA & RUCKENSTEIN, 1995).  

As AFFFs, são compostas por diferentes substâncias, entre elas os perfluoroados, PFCs 

(da sigla em inglês perfluorinated compounds). O seu principal agente é o Ácido 

Perfluoroctano Sulfônico – PFOS (DALTIN, 2012), que pertence à família das substâncias 

per e polifluoralquiladas sulfonadas (PFAS). PFAS são utilizadas como principais agentes, 

pois apresentam alta estabilidade térmica e física (XIAO et al., 2020; BEANS, 2021). As 

PFAS incluem também compostos como perfluoroalquilsulfonatos e perfluorocarboxilatos 

(PFCAs).  

A forte ligação carbono-flúor com substituição completa de hidrogênio por fluoreto 

torna os PFCs quimicamente estáveis e persistentes no meio ambiente (BUTENHOFF, 

2002). Os PFCs, passando por biotransformação, têm como produto da degradação final os 

compostos PFOSe o PFOA (ácido perfluorooctanóico) (Figura 9) (MONTAGNOLLI, 

2015). 
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Figura 9:Estrutura química de PFOS e PFOA. Fonte OECD, 2007. 

 

Segundo Manahan (2013), os compostos orgânicos perfluorados compreendem uma 

classe especial de Poluentes Orgânicos Persistentes (POP) que têm baixa 

biodegradabilidade. Ocorrem como derivados fluorados de hidrocarbonetos, que são muito 

persistentes na atmosfera.  

A utilização dessas espumas é indicada em incêndios de hidrocarbonetos e derivados 

de petróleo, devido à sua formulação pois as substâncias flúor-carbonadas da sua 

composição, apresentam fortes interações moleculares das ligações C-F e do grupo sulfonato 

e, portanto, apresentam alta estabilidade térmica e química a surfactantes (KISSA, 1994). 

Muitas marcas de espumas contêm em sua composição dietilenoglicol-butil-éter 

conhecido como butil-carbitol. Segundo Montagnolli (2015), o butil-carbitol representa 

cerca de 12% a 15% da formulação da AFFF, de acordo com os testes com LC-MS/MS. Esse 

composto serve como substrato e fonte de carbono para comunidades microbianas, sendo 

assim a porção mais biodegradável das espumas (CLARKE et al., 2010).  

Em adição, a espuma apresenta boa aderência ao material em chamas, produzindo um 

revestimento contínuo sobre ele e, como possui menor densidade que os hidrocarbonetos e 

derivados de petróleo, espalha-se sobre a superfície do material em combustão, abafando e 

isolando-o do contato com o oxigênio atmosférico. Além disto, o líquido presente na espuma 

ajuda a resfriar e a prevenir a re-ignição (Figura 10) (FIGUEREDO,1999). 

 

Figura 10: Esquema de Funcionamento da espuma (AFFF) na extinção de incêndio. Fonte: 

Técnica Segurança em Risco. 

A comercialização das espumas no Brasil é liberada como Líquido Gerador de Espuma 

(LGE), não tóxico e biodegradável para uso nas concentrações de 3% e 6% (massa de 

LGE/volume de água disponível (preferencialmente doce). Conforme disposto na norma 
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ABNT NBR 11830 (ABNT, 1993), devem ser aplicados 3% de LGE para 97% de água para 

incêndios em hidrocarbonetos, e 6% de LGE para 94% de água para incêndios de solventes 

polares.  

A comercialização das espumas é liberada para aeroportos, bases militares e para a 

empresa Petróleo Brasileiro S.A. (PETROBRAS) (MULLIGAN, 1990), uma vez que os 

compostos perfluorados da sua composição integram uma classe de substâncias com 

propriedades químicas que apresentam bastante preocupação, devido aos seus efeitos ao 

meio ambiente.  Apesar disto, as empresas que produzem e comercializam as espumas, retêm 

informações em segredo comercial, declarando apenas a presença de tensoativos fluorados, 

solventes e água na fórmula, quando em verdade há um vasto número de componentes 

potencialmente poluentes em sua formulação.  

Além de poucas informações disponíveis sobre os compostos presentes, não são 

apresentados os verdadeiros fatores de toxicidade e de biodegradabilidade, pois pouco se 

sabe sobre as AFFFs em relação ao seu comportamento e ao seu potencial de degradação 

por ação de microrganismos. 

Estima-se que a produção histórica global de sulfonato de perfluoroctano, (PFOS) um 

dos PFCs mais fabricados seja de 10.000 t (AWAD et al., 2011). O descarte direto das 

indústrias e da aplicação de espumas no combate a incêndios foi considerada como principal 

fonte de PFCs no meio aquático (SAITO et al., 2004). 

1.4 Impactos Ambientais  

A instalação industrial, incluindo a da indústria do petróleo, ocorre em sua grande 

maioria em regiões costeiras e estuarinas, dada a proximidade delas dos mercados de 

consumo e produtores, e à facilidade de escoamento da sua produção (ZAGATTO, 2006).  

Regiões estuarinas estão em constante processo de expansão, destacando-se o aumento 

do turismo, o desenvolvimento da aquicultura e a implantação de parques eólicos e grandes 

estruturas industriais, portuárias e logísticas, ligadas, sobretudo, à exploração petrolífera 

offshore, e seus efeitos multiplicadores, como os produzidos pela descoberta e exploração 

da Formação Pré-Sal (MMA, 2021).  

A exploração, transporte e consumo do petróleo e seus derivados em regiões costeiras 

e estuarinas, entre outras, causa a liberação dos hidrocarbonetos no ambiente. Essa liberação 

pode ocorrer em menores quantidades pelo descarte inadequado ou infiltrações nos sistemas 

de armazenamento, ou em grande escala por derramamentos acidentais causados por navios 

petroleiros, plataformas de petróleo e dutos (PALA et al., 2006).  
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Uma das principais preocupações de pesquisadores e da sociedade como um todo é a 

contaminação do ambiente por compostos orgânicos tais como os hidrocarbonetos 

(COLEDAM et al., 2017) do quais os derramamentos mais catastróficos ocorrem, 

geralmente, em áreas costeiras, afetando o ecossistema marinho e litorâneo (MELO; 

AZEVEDO, 1998; MILLE et al., 2006). 

A contaminação causada por hidrocarbonetos, vem sendo considerada um dos 

principais problemas ambientais (NOEL et al., 2016; DONG et al., 2017), devido à 

capacidade limitada dos ecossistemas em absorverem o impacto causado pelos 

contaminantes (FARHADIAN et al., 2008; TURNER e RENEGAR, 2017) e pelo fato do 

petróleo poder persistir no ambiente por anos, tornando as técnicas de limpeza ou remoção 

limitadas e ineficientes (CANTAGALLO et al., 2007).  

O petróleo derramado, em contato com a água, forma uma fina camada na superfície 

que impede a troca de gases entre a atmosfera e água, dificultando os processos de 

respiração. Os derramamentos podem formar extensas manchas negras de efeitos altamente 

destruidores (FREITAS et al., 2016), uma vez que também dificultam a passagem de luz 

solar. Essas “marés negras”, ao atingirem as zonas costeiras, causam grandes prejuízos 

econômicos e sociais, além do impacto ambiental, uma vez que atividades turísticas e 

pesqueiras também são gravemente afetadas (JIANG et al., 2010). 

Os poluentes contaminam não só água, mas também organismos marinhos e 

sedimentos, os quais são capazes de concentrar inúmeros poluentes. Os sedimentos atuam 

como reservatório para diversos contaminantes, ao mesmo tempo que processos de 

bioacumulação e biomagnificação ocorrem ao longo da cadeia trófica (BURTON & 

LANDRUM, 2003). Muitos contaminantes são relativamente insolúveis em água, sendo 

adsorvidos por partículas de matéria orgânica em suspensão que eventualmente se depositam 

no sedimento (DEL VALLS & CONRADI, 2000), provocando a troca de contaminantes 

entre as partículas de sedimento.  

A contaminação de organismos vivos por óleo pode ocorrer de forma imediata ou em 

longo prazo. A contaminação imediata pode causar tanto morte por asfixia, como um efeito 

tóxico que pode levar à morte direta ou a efeitos subletais. Em longo prazo a bioacumulação 

por meio da alimentação, poderá atingir diversos níveis da cadeia trófica (CARDOSO 2006; 

MILANELLI & LOPES, 2002). 

Em relação aos riscos à saúde humana, os mesmos estão relacionados com as 

propriedades físico-químicas dos compostos do petróleo, os quais podem ser absorvidos pela 

pele, ingeridos ou inalados, espalhando-se rapidamente por todo o organismo (COSTA et 
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al., 2012). Além da irritação das mucosas, alguns hidrocarbonetos podem causar anomalias 

transitórias nas atividades do fígado e problemas renais, e/ou comprometer o sistema nervoso 

central, causando excitação ou depressão, seguidas de desorientação, tremores, desânimo, 

alucinações, convulsões e até coma (ASIMIEA e SAM-WOBO, 2011; ZHANG et al., 2013).  

Registros históricos mostram que incêndios de hidrocarbonetos eram bastante 

comuns nos primeiros campos de petróleo e ocorriam a partir de falhas humanas, desastres 

naturais, ou de queima deliberada e extensa de gás natural, até então não utilizado pela 

indústria (MACDONALD, 1990). Os recursos para segurança em caso de incêndio ou 

proteção contra explosão eram limitados no início das operações da indústria petrolífera. A 

indústria ficou conhecida como uma operação de risco em várias áreas, principalmente em 

relação a seus impactos ambientais (EMMONS, 1985). Infelizmente, a quantidade de 

acidentes com danos ambientais causados pela indústria do petróleo cresceu juntamente com 

o desenvolvimento do setor (WILLIAMS & OLANIRAN, 1994). 

Apesar do aumento dos acidentes e dos danos por eles causados, foi somente nas 

últimas décadas que a indústria petrolífera investiu em medidas de proteção contra incêndios 

e explosões, que foram analisadas e aceitas, pela maioria das indústrias, como medidas de 

melhoramento operacional, simplesmente pelo fato de proteger as instalações contra a 

destruição (PASMAN & SUTER, 2005). 

Uma das medidas adotadas tem sido o uso das espumas para combate a incêndios, as 

quais são utilizadas em diferentes sistemas industriais e situações. Entretanto, apesar da 

eficácia em combater as chamas, as espumas causam a contaminação do ambiente (estuário, 

praias, campos, entre outros) por uma mistura de compostos e espuma, os quais podem 

causar danos aos organismos, aos sedimentos, ao solo e a água causando efeitos catastróficos 

(RUPPERT et. al., 2005), sendo, em alguns casos, impossível evitar que atinjam o meio 

ambiente (KLEIN, 2004). 

A contaminação por substâncias como PFASs por uso das AFFFs, começou a ser 

relatada no início da década de 2000. De fato, estas substâncias foram detectadas em diversas 

amostras ambientais (GIESY; KNNAN, 2002) de solo (HIGGINS et. al., 2005), água 

superficial (PLUMLEE et. al., 2008) e também acumuladas na biota como peixes (HUANG 

et al., 2010), tartarugas (SOLLA et al., 2012) e mamíferos (GIESY; KANNAN, 2002)), em 

alimentos (CLARKE; SMITH, 2011) e em seres humanos (ROTANDER et al., 2015).Vários 

agentes presentes na AFFF foram considerados ligeiramente tóxicos para a vida marinha em 

concentrações próximas de 6,0 g.L-1 (SALAZAR, 1985).  
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As propriedades físicas da AFFF também têm potencial de causar danos à biota. A 

AFFF lançada em um rio da Florida, em 1993, foi objeto de investigação como uma possível 

causa de doenças e mortes em aves marinhas na região (KINNER, 1998). Por analogia, à 

semelhança dos surfactantes de hidrocarbonetos, os surfactantes perfluorados da AFFF 

transportados nas águas residuais podem, potencialmente, fazer com que a plumagem das 

aves perca seus óleos protetores naturais, causando posteriormente a morte das mesmas por 

hipotermia (STICKLEY et al., 1986).  

Em relação à saúde humana, alguns estudos associaram as concentrações de PFCs ao 

transtorno de déficit de atenção/hiperatividade infantil (HOFFMAN et al., 2010), a baixa a 

resposta imune à vacinação (GRANDJEAN et al., 2012), e a problemas relacionados à 

tireoide na população geral adulta dos EUA (MELZER et al., 2010). 

Não só os PFCs têm sido encontrados em amostras ambientais. Diversas outras 

substâncias presentes nas espumas, como PFCAs (Ácidos Carboxílicos Perfluorados) e 

PFSAs (Ácidos Sulfônicos perfluorados) de cadeia longa, também foram detectadas e 

descritas como muito problemáticas por serem altamente persistentes (KNEPPER, 2010) 

necessitando de uma rápida remoção do ambiente.  

1.5 Biorremediação 

Os hidrocarbonetos apresentam baixa biodegradabilidade e alta persistência no 

ambiente, ocasionando impactos ambientais expressivos. Tecnologias inovadoras, 

econômicas e ecológicas são necessárias para minimizar os impactos causados por eles 

(SANDU et al., 2017).   

O processo de biorremediação é definido como a utilização de microrganismos e suas 

diversidades metabólicas para reduzir ou transformar substâncias tóxicas em substâncias 

menos tóxicas ou não tóxicas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002; ALHO, 2008; KENSA, 

2011; ADAMS et al., 2015).  Os microrganismos são capazes de utilizar esses contaminantes 

como fonte de energia e geração de biomassa. 

A biorremediação surgiu como uma tecnologia alternativa para remediar locais 

impactados com poluentes orgânicos (MONTAGNOLLI e BIDOIA, 2012; DAS e DASH, 

2014). Para que o processo de biorremediação aconteça de forma satisfatória, é essencial a 

presença de microrganismos que sejam capazes de catabolizar as reações químicas 

necessárias para a degradação dos compostos. É necessário ainda, que os contaminantes 

estejam disponíveis para estes microrganismos ou para as enzimas produzidas por eles 

(MENEGHETTI, 2007). 
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As técnicas de biorremediação podem ser realizadas no local do derrame (in situ) ou 

fora deste (ex situ), envolvendo inúmeros procedimentos tais como: biorremediação passiva, 

bioventilação, landfarming, compostagem, bioaumentação e bioestimulação; (PEREIRA e 

LEMOS, 2004). 

As técnicas de biorremediação ex situ envolvem remoção física do material 

contaminado (geralmente solos ou sedimentos), seguida por tratamentos sob condições 

controladas em biorreatores, biopilhas ou lagoas (COLLERAN, 1997) ou até mesmo 

tratamentos físico-químicos, como lavagem do solo, inativação química (uso de 

permanganato de potássio e/ou peróxido de hidrogênio como oxidante químico) e a 

incineração. Estas técnicas apresentam muitas limitações e alto custo (TRELLU et al., 2016). 

Ao utilizar microrganismos na limpeza de compostos tóxicos através da diminuição 

da concentração de determinados poluentes, a biorremediação in situ é considerada uma 

alternativa mais promissora (ROSA e TRIGUIS, 2007). A técnica in situ ainda apresenta 

vantagens como o menor custo de operação, baixo consumo de energia e ausência de 

produtos residuais (SHIM et al., 2009).  

A velocidade e eficiência do processo de biorremediação in situ, está relacionada com 

a comunidade de microrganismos degradadores. Quanto maior a comunidade de 

microrganismos degradadores, mais rápida e eficaz será a biorremediação.  

De maneira mais detalhada, a biodegradação é o processo pelo qual as substâncias são 

quebradas por processos enzimáticos realizados por organismos vivos, sendo considerada 

eficaz, quando os produtos finais das reações são apenas dióxido de carbono (CO2) e água 

(H2O) (DIAZ, 2008). A taxa de biodegradação (tempo que leva para o contaminante 

biodegradar), é uma informação importante para as escolhas preliminares de microrganismos 

candidatos a biorremediadores e para o monitoramento de seus processos (BAKER et al., 

1994). 

Hidrocarbonetos (alcanos e resinas) são degradados mais facilmente pelos 

microrganismos, enquanto hidrocarbonetos ramificados e poliaromáticos são mais difíceis 

de degradar, sendo, portanto, menos biodegradáveis (VARJANI, 2017). Entre os 

hidrocarbonetos, a fração de n-alcanos de C10-C20 torna o óleo diesel mais suscetível à 

biodegradação por microrganismos que utilizam o carbono presente como fonte de energia 

para reações enzimáticas especificas (NWAOGU et al., 2008).  

Embora a biorremediação de hidrocarbonetos seja uma estratégia frequentemente 

adotada devido ao seu baixo custo (DOBLER, SANER & BACHOFEN, 2000) e ao fato de 

que o potencial das bactérias heterotróficas aeróbias neste processo seja eficiente e bem 
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estabelecido na literatura, existem pouquíssimas informações sobre a eficiência da 

biorremediação com AFFFs como co-contaminantes (OLSEN et. al., 2006).   

A capacidade dos microrganismos de acumular, degradar ou transformar poluentes 

ambientais in situ desperta interesse em estudos que abordam a bioprospecção (DEMAIN et 

al., 2007; van DOMMELEN et al., 2016; LUNA et al., 2007). Bactérias capazes de degradar 

hidrocarbonetos foram isoladas em locais cronicamente contaminados, como é o caso 

Estuário de Santos, e utilizadas em compostos para biorremediação de áreas contaminadas.  

A obtenção de cepas degradadoras a partir de locais contaminados resulta profícua, 

pois tais ambientes favorecem a ocorrência e a manutenção de espécies mais adaptadas aos 

contaminantes e, tanto as densidades quanto a diversidade bacteriana, estão relacionadas 

com a contaminação (CARMAN et. al., 1995).  

Tendo em vista que os microrganismos adaptados ao metabolismo de 

hidrocarbonetos expressam enzimas capazes de degradar moléculas complexas, é provável 

que possuam também, a capacidade para a degradação das AFFFs, apresentando potencial 

para aplicação biotecnológica em processos de biodegradação de resíduos e biorremediação. 

Um estudo realizado no Estuário de Santos, SP, após o incêndio de 2015 no terminal 

da ULTRACARGO, evidenciou um aumento na densidade de bactérias heterotróficas após 

o despejo de efluentes sem nenhum tratamento prévio. Demonstrou-se que bactérias isoladas 

de ambiente marinho se adaptaram as condições das quais foram expostas, apresentando 

grande potencial para utilização em processos de biorremediação de ambientes 

contaminados (MERGUIZO, 2017).  

Embora pouco descrita na literatura, a biorremediação bacteriana heterotrófica de 

substâncias existentes na AFFF, em áreas costeiras, necessita de muitos estudos pois, tornou-

se evidente durante as últimas duas décadas que muitos destes compostos são suscetíveis a 

degradação microbiana. Sabe-se, que a degradação microbiana de tais substâncias, apesar de 

ser relativamente lenta, pode contribuir de forma significativa para minimizar o seu impacto 

ambiental em longo prazo (FETZNER, 1998; DOLFING, 2000; WHITACRE, 2008).  

1.6 Microrganismos potencial degradadores  

Como mencionado anteriormente, inúmeros estudos demonstram a capacidade de 

microrganismos em degradar substâncias orgânicas tóxicas (PRINCE et al., 2016; 

VARJANI, 2017). Comunidades bacterianas foram detectadas em solos e águas 

contaminadas com hidrocarbonetos de petróleo, indicando que cada espécie ou gênero 

possui um determinado papel nos processos de degradação destes compostos (SORKHOH 
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et al., 1995). Em 1913, Sohnger demonstrou que alguns microrganismos, eram capazes de 

transformar gasolina, querosene, parafina e óleo de parafina em CO2, água e traços de ácidos 

orgânicos (ZOBELL, 1946) mediante o processo de oxidação. Gray & Thornton (1928) 

isolaram vários microrganismos hidrocarbonoclásticos, pertencentes a diversos gêneros, 

dentre eles, Bacillus, Bacterium, Micrococcus, Mycobacterium e Spirillum, capazes de 

decompor compostos aromáticos. 

A partir da década de 90, muitas espécies de microrganismos foram identificadas 

como degradadoras de hidrocarbonetos, a saber: Acinetobacter sp., Bacillus sp., Escherichia 

coli, Micrococcus luteus, Nocardia sp., Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., Streptomyces 

sp., Vibrio sp., entre outros (MARIANO et al., 2007).  

No ambiente marinho estão presentes vários tipos de microrganismos tais como 

bactérias, fungos e leveduras, capazes de metabolizar compostos de petróleo utilizando o 

mesmo como fonte de carbono e energia. Embora estes microrganismos estejam amplamente 

distribuídos por todo o oceano, eles são encontrados em maior abundância em águas 

costeiras cronicamente poluídas (ITOPF, 2002). 

A diversidade de microrganismos capazes de biodegradar óleo é grande, porém, pouco 

conhecida. Acredita-se que ao menos 0,1% e no máximo 10% das espécies microbianas 

existentes tenham sido descobertas e nomeadas. No entanto com o crescente interesse e 

avanço das pesquisas, o número cresce a cada ano (VAN HAMME; SINGH; WARD, 2003). 

Dentre os microrganismos, as bactérias são as mais atuantes na biodegradação do 

petróleo em casos de derramamentos (ORTIZ-HERNÁNDEZ et al., 2014; NWANKWEGU 

e OWOSI, 2017). A eficiência de biodegradação varia entre 0,13% a 50% (HOLLAWAY et 

al., 1980) em solo/sedimento, entre 0,003% a 100% (MULKINS-PHILLIPS e STEWART, 

1974) para bactérias na água do mar.  

Diversas bactérias são conhecidas por metabolizarem substratos exclusivamente 

compostos apenas de hidrocarbonetos (YAKIMOV et al., 2007). De acordo com Wetler-

Tonini, Rezende & Gravitol (2010), os principais gêneros são: Acidovorans, Acinetobacter. 

Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthobacter, Beijemickia, Burkholderia, Bacillus, 

Comomonas, Corynebacterium, Micrococcus, Neptunomonas, Nocardia, Paracoccus, 

Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus, Sphingomonas, 

Stenotrophomonas, Streptomyce e Vibrio.  

Bartha e Bosset (1984) indicaram 22 gêneros de bactérias capazes de biodegradar 

hidrocarbonetos (Quadro 1). Teixeira (2007) isolou e caracterizou 37 linhagens de bactérias 

com potencial de degradação de solo contaminado com gasolina.   
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Quadro 1: Gêneros de bactérias biodegradadores de hidrocarbonetos (Adaptado de Bartha e 

Bosset, 1984). 

Bactérias 

Achromobacter     Gluconobacterium 

Acinetobacter Micrococcus 

Aeromonas Mycobacterium 

Agrobacterium Pastelleura 

Alcaligeles Proteus 

Bacillus Pseudomonas 

Brevibacterium Rhodoccocus 

Chromobacterium Sarcina 

Comamonas Streptomyces 

Corynebacterium Vibrio 

Flavobacterium Xantomonas 

 

Os gêneros Bacillus, Cunninghamella, Pseudomonas e Proteus, são os mais utilizados 

em processos de biorremediação. Pseudomonas spp são utilizadas na descontaminação de 

ambientes poluídos por pesticidas ou petróleo uma vez que oxidam diversos compostos 

orgânicos nocivos, transformando-os em substâncias inócuas ao ambiente (AMABIS & 

MARTHO, 1990). Bacillus spp, por serem anaeróbicos facultativos (crescem na ausência de 

oxigênio, mas também podem adotar a via metabólica na presença do mesmo), possuem 

grande afinidade na degradação de material orgânico (MORIARTY, 1998, LALLO et al., 

2007).  

Tendo em vista o exposto, o presente trabalho se propõe a verificar a capacidade das 

espécies ambientais Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis, em biodegradar substâncias 

da espuma de controle de incêndio (AFFF) e do diesel S10 “in situ”. 
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FLUXOGRAMA DA TESE 

 

Figura 11:  Fluxograma das etapas que compuseram a realização e execução do trabalho. Fonte: Elaborado 

pelo autor. 
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CAPÍTULO 2 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

ATIVAÇÃO E AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE DE CEPAS DE BACILLUS 

PARA UTILIZAÇÃO EM TESTES DE BIODEGRADAÇÃO 

2.1 Introdução 

Os microrganismos mais indicados para utilização em processos de biorremediação 

são bactérias e fungos com capacidade fisiológica e metabólica para degradar diversos 

contaminantes (BAKER e HERSON, 1994).  

Bactérias heterotróficas são ubíquas na natureza e têm a capacidade de degradar 

diversos tipos de hidrocarbonetos de cadeia curta, cadeia longa e numerosos compostos 

aromáticos, incluindo os Hidrocarbonetos poliaromáticos (PAHs) (ROSENBERG, 1993). 

Esses organismos são os mais frequentemente utilizados na degradação de contaminantes 

orgânicos, pois são capazes de oxidar os hidrocarbonetos por meio de fermentação, 

respiração aeróbica ou anaeróbica, utilizando-os como fonte de carbono e energia 

(ALEXANDER, 1994). 

Espécies bacterianas expostas previamente a hidrocarbonetos e que, se mostraram 

passíveis de utilizá-los como fonte de carbono, tendem a se tornar numericamente 

dominantes no ambiente relativamente àquelas que não apresentam tal habilidade. Deste 

modo, a contaminação do ambiente por este contaminante ocasiona alterações, através de 

um processo de sucessão ecológica microbiana, tanto na quantidade quanto na diversidade 

das bactérias autóctones, tudo relacionado fortemente à capacidade de degradação de 

hidrocarbonetos em um determinado ambiente (CERNIGLIA, 1992; ITOPF, 2010).  

Bactérias que utilizam fonte de carbono para seu crescimento, realizam um somatório 

de processos metabólicos progressivos que, conduzem a duplicação celular (reprodução) e, 

quando cultivadas com aporte de nutrientes necessários e em temperatura adequada, 

apresentarão um crescimento padrão, representado por uma curva de crescimento típica 

(Figura 12) (ALTERTHUM, 2008).  
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Figura 12: Curva típica de crescimento bacteriano em cultura estanque, adaptado ALTERTHUM, 

2008. 

A curva típica apresenta as seguintes fases: 

1 – Fase “lag”, de latência ou adaptação: período de aclimatação, no qual os 

microrganismos presentes sofrem o processo de adaptação enzimática e 

tronam-se capazes de degradar o substrato; 

2 - Fase “log” ou de crescimento exponencial: o crescimento dos 

microrganismos ocorre de maneira rápida, pois o suprimento de substrato 

no meio é superior às necessidades dos organismos, o que possibilita o 

crescimento exponencial, sendo limitado apenas pela taxa de reprodução e 

capacidade apresentada pelos microrganismos de degradar o substrato; 

3 - Fase estacionária: nessa fase o crescimento populacional cessa, pois o 

substrato se torna limitante, e o crescimento de novas células é compensado 

pela morte de outras, mantendo o número de células temporariamente 

constante; 

4 – Fase de declínio ou mortalidade: a disponibilidade de substrato é reduzida 

e a taxa de mortandade excede a produção de novos microrganismos. Em 

alguns casos, a curva pode ser inversa à de crescimento exponencial 

(METCALF e EDDY, 1991).   

 

Embora as bactérias degradadoras possam apresentar um crescimento com todas as 

fases típicas, cada curva determinada, para cada espécie estudada em laboratório, é obtida 

para uma única espécie ou para 2 ou 3 espécies conhecidas. Entretanto, cabe ressaltar que, 
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em situações reais, existe no ambiente, uma comunidade composta por muitas espécies de 

microrganismos, diversos compostos e substâncias e vários processos de biodegradação de 

diferentes substratos (BERNARDES e SOARES, 2005). Isto mostra o quão complexos são 

os estudos sobre biodegradação e a obtenção de processos e produtos que sejam eficientes 

na remoção de contaminantes in situ.  

Um dos passos para avaliar o potencial biodegradador de bactérias é saber se ela é 

capaz de utilizar determinado composto ou contaminante para seu crescimento. Deste modo, 

conhecendo-se a curva de crescimento de determinada bactéria é possível calcular se ela 

cresce e o quanto cresce pela taxa de crescimento (variação do número de células por 

intervalo de tempo) e com que velocidade ocorre este crescimento tempo de geração 

(intervalo de tempo necessário para que uma célula origine duas novas – nova geração) 

(TORTORA et al., 2005). 

Um dos gêneros mais utilizados em processos de biorremediação é o Bacillus. Muitas 

espécies deste gênero têm importância econômica e ambiental, sendo utilizadas em diversos 

processos industriais e ambientais, como por exemplo: produção de biosurfactantes, 

antibióticos, enzimas, vitaminas, biorremediação e controle biológico, entre outros 

(SCHALLMEY et al., 2004). 

As bactérias do gênero Bacillus são anaeróbicas facultativas, com forma de bastonete, 

e móveis (TURNBULL, 1996). São Gram-positivas (possuem camada espessa de 

peptidoglicano em sua parede celular) e produzem endósporos resistentes que garantem a 

sua sobrevivência em períodos com condições de estresse ambiental (HENRIQUE et al., 

2000). Os endósporos podem permanecer inativos e intacto por anos (CANO et al., 1995) 

Quando uma célula bacteriana se desidrata, ocorre a esporulação. E em ambiente favorável, 

o esporo germina e a bactéria volta ao seu estado vegetativo, multiplicando-se normalmente 

(CANO et al., 1995). 

 Devido à sua capacidade de suportar variações das condições ambientais, adaptando-

se facilmente a diversos habitats, encontram-se amplamente distribuídas em solos e 

sedimentos (BARROS, 2007). A capacidade fisiológica e de produção de esporos 

extremamente resistentes dos Bacillus, permite que bactérias deste gênero sejam 

amplamente encontradas em áreas contaminadas (KUTA, 2008). 

A espécie Bacillus subtilis, é facilmente encontrada no sedimento/solo e têm eficiência 

comprovada na produção do biossurfactante surfactina, que é utilizado contribuindo na 

remoção de petróleo (AL-BAHRY et. al., 2012). A surfactina, lipopeptídeo composto por 

sete aminoácidos e um ácido graxo, produzida por B. subtilis é considerada um dos mais 
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potentes biossurfactantes conhecidos, capaz de reduzir a tensão superficial da água de 

72mN/m para 27mN/m (AL-BAHRY et. al., 2012; DESAI; BANAT, 1997; NITSCHKE; 

PASTORE, 2006). B. subtilits atua principalmente na interface óleo-água (AMUND; 

ADEBIYI, 1991), aumentando a permeabilidade dos hidrocarbonetos e acelerando a 

biodegradação.  

Bacillus licheniformis também se encontra amplamente distribuído na natureza 

(VEITH et al., 2004), presente principalmente no solo e na plumagem de aves.  É utilizado 

em fermentações industriais, na produção antibióticos e produtos químicos variados como 

ácido acético e substituto de L – triptofano (GHERNA et al., 1989). B. licheniformis   produz 

a lichenisia, um biossurfactante, que possui ótima estabilidade a diferentes temperaturas, 

pHs e concentrações salinas, e tem capacidade de reduzir a tensão superficial da água de 

72mN/m para 28mN/m (THAVASI et. al., 2010). 

O crescimento bacteriano é influenciado por fatores físicos, como pH, temperatura e 

químicos como oxigênio e nutrientes. B. subtilis e B. licheniformis são microrganismos 

aeróbicos facultativos e, quanto à tolerância a níveis de pH, são neutrofílicos, crescendo em 

pH entre 5,4 e 8,5, embora sejam frequentemente tolerantes a níveis mais altos de pH. De 

acordo com a classificação por faixa de temperatura, B. subtilis e B. licheniformis são 

mesofílicos, ou seja, o crescimento ótimo ocorre a temperaturas entre 25 e 40ºC 

(CLEMENTS et al., 2002; PUBLIC HEALTH ENGLAND 2018).  

Ambas as espécies já foram testadas em processos de biorremediação na área da 

agronomia, apresentando excelentes resultados (ALEXOPOULUS et al., 2004). De acordo 

com Malina e Zawierucha (2007) consórcios ou culturas puras de microrganismos capazes 

de degradar eficientemente hidrocarbonetos de petróleo in vitro, são isolados de áreas 

contaminadas e potencialmente utilizadas como inóculos em tratamentos biológicos 

(MALINA e ZAWIERUCHA, 2007).  

O objetivo deste capitulo é verificar a viabilidade e a taxa de crescimento das B. subtilis 

e B. licheniformis, para possível utilização em escala industrial dessas cepas 

biorremediadoras ambientais. 
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2.2 Materiais e Métodos  

2.2.1. Amostras Microbiológicas  

No presente estudo foram utilizadas cepas de Bacillus subtilis e Bacillus 

licheniformis (Quadro 2). Os microrganismos foram isolados de sedimentos contaminadas e 

identificados molecularmente por Merguizo (2017) e pertencem ao banco de cepas do 

Laboratório MICROMAR (UNESP- CLP). 

Quadro 2: Identificação molecular das espécies selecionadas para o presente trabalho. 

Cepa – Espécies Código - NCBI % de identidade 

Bacillus subtilis JQ410782.1 98% 

Bacillus licheniformis KY172828.1 98% 

 

2.2.1.1. Origem das Amostras Microbiológicas  

As amostras microbiológicas das espécies Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis, 

utilizadas no presente estudo, foram isoladas de sedimentos provenientes da região portuária 

do Estuário de Santos, após o incêndio no terminal da ULTRACARGO. As amostras foram 

coletadas em abril de 2015, em cinco pontos ao longo do canal do Porto de Santos (Figura 

13, ANEXO 1) (MERGUIZO, 2017). 

 

 
Figura 13: Localização dos pontos de coleta das amostras microbiológicas das de sedimento das quais 

foram isoladas as espécies Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis, na região Portuária de Santos após o 

incêndio no Terminal da ULTRACARGO (ponto 4) em abril de 2015. 
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As amostras de sedimento foram processadas seguindo o protocolo utilizado por 

Oliveira & Pinhata (2008) e mantidas em microcosmos (Figura 14) pelo período de um ano, 

durante o qual as bactérias presentes nas amostras foram isoladas, caracterizadas e 

selecionadas para realizar a identificação molecular. Todas as cepas estudadas têm sido 

mantidas no Banco de Culturas, armazenadas em ultrafreezer -80ºC.  

Para o congelamento foi utilizado o método de congelamento de médio prazo, 

preservação em óleo mineral esterilizado.  As culturas bacterianas ativas de cada espécie 

foram repicadas em microtubo (2 ml) contendo 1ml de ágar nutriente inclinado. Os tubos 

foram incubados a 35°C até o aparecimento do crescimento celular. Em seguida os 

microtubos foram completados com óleo mineral (glicerol) esterilizado (RHODES, 1957; 

COSTA & FERREIRA, 1991; ROMEIRO, 2006). 

 

 
Figura 14: Microcosmos com sedimentos a partir dos quais foram obtidas as cepas bacterianas. Foto: 

Roberta Merguizo Chinellato. 

As cepas consideradas promissoras para utilização em processos de biorremediação de 

ambientes contaminados por hidrocarbonetos e compostos presentes nas AFFFs foram 

aquelas com maior predominância numérica e mais ampla distribuição espacial nos pontos 

de coleta ao longo do tempo de experimento. As espécies selecionadas, B. subtilis e B. 

licheniformis foram mantidas em Banco de cultivo para realização de estudo posteriores. 

2.2.1.2. Reativação e Preparo do inóculo  

Para reativação das cepas e preparo do inóculo para realização dos experimentos, as 

culturas puras de B. subtilis e B. licheniformis provenientes do banco de culturas, foram 

inoculadas em Erlenmeyers de 250 ml, contendo 100 ml de meio de cultura caldo nutriente, 



50 
 

preparado com água do mar estéril. Os frascos Erlenmyers foram então incubados em uma 

plataforma agitadora sob agitação contínua de 180 rpm, a 35ºC, overnight (18h).  

Após o período de 18 horas, a densidade bacteriana nas culturas (em cada frasco 

Erlenmeyer) foi determinada através de densidade ótica com espectrofotômetro (Versa 

maxTM Absorbance Microplate Reader) no comprimento de onda de 600 nm. Para os testes 

o inóculo foi ajustado a concentração de 106 Unidades Formadoras de Colônias por mililitro 

(UFC/ml). 

2.2.1.3. Avaliação das colônias e das cepas em microscópio para confirmação 

da pureza dos isolados congelados 

Antes da preparação do inóculo para uso nos experimentos foram realizados a 

avaliação das colônias por meio da Técnica spread-plate. Alíquotas de 0,1mL de amostra 

foram inoculadas e espalhadas com alça de Drigalsky em placas petri contendo meio de 

cultura Ágar Nutriente e incubadas a 35 ± 0,5º C durante 48 horas e para a confirmação de 

pureza foi realizada a técnica de coloração de Gram. 

2.2.2 Curva de crescimento  

Após a reativação das cepas e a capacidade de obtenção de inóculos com 106 UFC/ml, 

os parâmetros de crescimento das bactérias nos cultivos (taxa de crescimento, tempo de 

geração) foram determinados através de suas curvas de crescimento.  

Para determinação das curvas de crescimento também foi utilizado o método da 

Densidade Ótica no qual, amostras do cultivo foram retiradas periodicamente para medida 

da turbidez e para a determinação da densidade de células pelo método Spread Plate (Figura 

15). Os dados obtidos foram utilizados para construir as curvas de crescimento. 
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Figura 15: Fluxograma do experimento para obtenção de curva de crescimento. Adaptado de ASSIS et al. 

(2011) pelo autor. 

 

As curvas de crescimento das bactérias foram construídas correlacionando os valores 

obtidos das densidades (UFC/ml) e turbidez (DO - Absorbância 600 nm), pelo tempo 

amostral.  

 

2.2.3 Cálculo da Taxa de crescimento 

Para cada curva de crescimento, considerando o crescimento bacteriano exponencial, 

foram aplicadas as fórmulas para o cálculo dos parâmetros de crescimento. Uma vez que o 

crescimento microbiano na fase exponencial ocorre em progressão geométrica, de base 2, o 

mesmo pode ser expressado pelas equações: 

 

n = log Nf – logNo    (1) 

          Δt x log2 
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g = 1      (2) 

      n 

 

Onde:  

N: número de geração no intervalo de crescimento exponencial;  

n:taxa de crescimento bacteriano 

No: número de células no tempo to;  

Nf: número de células no tempo tf; 

g: tempo de geração da população celular;  

t: tempo em horas ou minutos em que a cultura apresenta uma taxa de crescimento 

exponencial.  

Dessa forma, conhecendo os parâmetros Nf e No, na fase de crescimento exponencial da 

cultura, é possível calcular n e, a partir de n e do tempo t, o tempo de geração g (tempo em 

que a população dobra ou tempo necessário para formar duas células a partir de uma) 

(MURRAY et al., 1980).  

Também foi obtido outro índice relacionado à taxa de crescimento, a constante da taxa de 

crescimento, k. Esta constante é uma medida do número de gerações formadas numa 

população em crescimento exponencial, por unidade de tempo e pode ser expressa pela 

equação:  

k = ln2     (3) 

      g 
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2.3 Resultados e Discussão 

2.3.1 Amostras microbiológicas – Inóculos  

As cepas de B. subtilis e B. licheniformis, mantidas congeladas no banco do 

Laboratório MICROMAR e avaliadas por densidade ótica e plaqueamento, se mostraram 

viáveis mesmo após amplo período de tempo (2 anos) de congelamento (congelamento de 

médio prazo com preservação em óleo mineral).  

A viabilidade das cepas mantidas no Banco de Cepas possibilitou a realização dos 

experimentos para a obtenção de inóculos em densidade satisfatória para a realização dos 

experimentos e, consequente, para a determinação das curvas de crescimento, assim como 

para a obtenção dos parâmetros de crescimento (Figura 16).  

 
Figura 16: Frasco de Erlenmeyer com Bacillus subtilis, após incubados em uma plataforma 

agitadora sob agitação contínua de 180 rpm, a 35ºC, overnight (18h), para reativação. Fonte: 

Roberta Merguizo Chinellato. 

 A avaliação das colônias, confirmou que as espécies de B. subtilis (Figura 17 A e B) 

e B. licheniformis (Figura 18 A e B), apresentaram viabilidade e estabilidade celular, mesmo 

após o congelamento. A coloração de Gram para avaliação microscópica mostrou que as 

cepas se mantiveram isoladas (puras).  

Apesar de bastante utilizado o processo de congelamento de bactérias requer alguns 

cuidados para que a viabilidade e estabilidade celular não sejam afetados, no entanto, os 

danos celulares são decorrentes principalmente do processo de congelamento e 
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descongelamento. A lesão celular processo letal relacionado à formação de extensos cristais 

de gelo intracelular e estes são capazes de alterar as estruturas da membrana plasmática, 

modificando o fluxo de água para o meio extracelular (desidratação) e ao aumento da 

concentração intracelular de solutos (OLIVEIRA, 2008; CASTRO et al., 2011). 

 
Figura 17: (A) colônia de Bacillus subtilis e (B) coloração de Gram de Bacillus subtilis. Fonte: Roberta 

Merguizo Chinellato. 

 
Figura 18: (A) colônia de Bacillus licheniformis e (B) coloração de Gram de Bacillus licheniformis. Fonte: 

Roberta Merguizo Chinellato. 

 

DUMONT et al., (2004) e COSTA et al., (2009) relataram que apesar da existência de 

diversas técnicas de manutenção de microrganismos, o princípio do congelamento-

descongelamento se manteve entre os mais importantes e viáveis para a preservação células 

bacterianas.  

2.3.2 Curva de crescimento  

Na Tabela 1 são apresentados os resultados do crescimento de Bacillus subtilis, obtidos 

tanto através da absorbância (densidade óptica DO) quanto pela densidade (UFC/ml). A 

amostragem dos cultivos foi realizada durante 10 horas, com intervalo de 30 minutos no 

início e 1 hora até o final.  
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Tabela 1: Valores de Absorbância (DO) e da Densidade de bactérias (UFC/ml) durante o 

experimento do crescimento de Bacillus subtilis. 

Tempo (h) 
Densidade Óptica (DO) - 

Absorbância 600 nm 
UFC/ml 

0 0,068 1,03E+06 

0,5 0,069 2,00E+06 

1 0,072 1,60E+06 

1,5 0,082 3,00E+07 

2 0,092 4,00E+07 

3 0,16 6,00E+06 

4 0,251 5,00E+06 

5 0,684 5,00E+07 

6 0,955 6,00E+08 

7 1,136 2,00E+09 

8 1,194 4,00E+09 

10 1,396 1,70E+10 

 

Os valores de absorbância e de densidade de bactérias B. subtilis ao longo do período 

de experimento, foram utilizados para construção de curvas e obtenção dos parâmetros de 

crescimento (Figura 19). 

 

 
Figura 19: Curva de crescimento para Bacillus subtilis. UFC: Unidade Formadora de Colônia (Densidade 

bacteriana); DO: Densidade Ótica.  

Observando a Figura 19 é possível notar que, aproximadamente 4 horas após a 

inoculação, o cultivo entrou em fase de crescimento exponencial (fase log).  
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A taxa de crescimento (k) obtida para Bacillus subtilis foi de 1,98 dh-1 e o tempo de 

geração (g) de 0,35 horas ou 21 minutos. Isto significa que a cada 21 minutos a população 

dobrou de tamanho.   

O crescimento de Bacillus licheniformis, avaliado tanto pela absorbância quanto pela 

densidade de células, pode ser observado na Tabela 2. A amostragem dos cultivos foi 

realizada durante 6 horas, com intervalo de 60 minutos. 

Tabela 2: Valores de Absorbância (DO) e da Densidade de bactérias (UFC/ml) durante o experimento do 

crescimento de Bacillus licheniformis. 

Tempo (h) 
Densidade Óptica (DO) - 

Absorbância 600nm 
UFC/ml 

0 0,145 2,00E+06 

1 0,157 1,30E+07 

2 0,203 1,00E+08 

3 0,323 2,00E+08 

4 0,5 1,00E+08 

5 0,837 6,00E+08 

6 1,017 1,30E+09 

 

Segundo Nicolau (2014) a fase estacionária é geralmente atingida quando uma 

população bacteriana atingue a densidade de 109 celulas por ml, o crescimento populacional 

exponencial cessa e em que o número de células resultantes da multiplicação iguala o número 

de células que morre, normalmente devido à falta de um composto ou elemento necessário 

ao seu metabolismo.   

Os valores de absorbância e de densidade de bactérias B. subtilis ao longo do período 

de experimento, foram utilizados para construção de curvas e obtenção dos parâmetros de 

crescimento (Figura 20). 
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Figura 20: Curva de crescimento de Bacillus licheniformis. UFC: Unidade Formadora de Colônia 

(Densidade bacteriana); DO: Densidade Ótica. 

 

A curva de crescimento de B. licheniformis (Figura 20) demonstra, que a fase 

exponencial de crescimento teve início após 4h de experimento.  

Bacillus licheniformis apresentou tempo de geração de população (g) de 0,39 horas ou 

aproximadamente 23 minutos, o que significa que a cada 23 minutos a população dobra de 

tamanho. Já a taxa de crescimento (k) foi de 1,78 dh-1.  

Comparando ambas as curvas de crescimento obtidas por DO (Figura 21), é possível 

observar que B. subtilis e B. licheniformis apresentaram o mesmo padrão de comportamento 

(fases lag e exponencial) entrando na fase exponencial 4 horas após a inoculação do 

microrganismo.  

A semelhança no padrão de crescimento de ambas as espécies, pode ser explicada por 

vários fatores tais como, condições de cultivo iguais, mesmo gênero bacteriano, mesmo local 

de origem, além de ambas terem a capacidade de formação de esporos, que, segundo (CANO 

et al., 1995), favorece que o crescimento ocorra de forma rápida.  
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Figura 21: Comparação entre as curvas de crescimento por Densidade ótica de B. subtilis e B. licheniformis. 

 

Os parâmetros cinéticos do crescimento de uma população bacteriana (tempo de 

geração e taxa de crescimento) são importantes, em estudos de caracterização de espécies ou 

estirpes de microrganismos, ou na avaliação dos efeitos de diferentes condições ambientais 

sobre o crescimento dos microrganismos (NICOLAU, 2014).  

Segundo Tortora et al. (2005), a maioria das bactérias apresenta um tempo de geração 

de 60 a 180 minutos (1 a 3 horas), porém, pode ocorrer em 24 horas ou 20 minutos, 

dependendo do microrganismo em questão. Andrade (2015), obteve o tempo de geração 

entre 60 e 80 minutos/geração, de bactérias isoladas de sedimento de manguezal, na presença 

de BTEX, que reforça a ideia de um crescimento bacteriano típico.  

O uso de cepas ambientais por já terem tido contato prévio com os contaminantes, 

quando inserido no ambiente para biorremediação, podem dar início ao processo de 

degradação imediatamente ou em poucas horas (ALISI et al. 2009). Deste modo as cepas de 

B. subtilis e B. licheniformis, se destacam obtendo menores tempos de geração, apresentando 

potencial no contexto da biorremediação e para aplicação industrial.  
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2.4 Conclusão 

A reativação das cepas Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis após o congelamento 

em ultrafreezer -80ºC foi eficiente. Os inóculos de B. subtilis e B. licheniformis apresentaram 

a densidade necessária para a realização dos experimentos, 106 UFC/ml, indicando que o 

processo de ultracongelamento permite manter a viabilidade de cepas ambientais para 

utilização em futuros estudos.  

Por meio das curvas de crescimento indicaram que, B. subtilis e B. licheniformis foi 

possivel verificar que as cepas apresentam uma taxa de crescimento e tmpo de geração 

indicados para processos de biorremediação.  

O rápido crescimento, em simples condições físico-químicas de cultivo e em meio de 

cultura de enriquecimento, sem grandes exigências nutricionais sendo, portanto, ótimas 

candidatas à utilização em processos industriais e/ou de biorremediação. 
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CAPÍTULO 3 

 -------------------------------------------------------------------------------------------------------     

 

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE BIODEGRADAÇÃO DE DIESEL S10 E AFFF 

POR BACTÉRIAS AMBIENTAIS 

 

3.1 Introdução  

A biodegradação consiste na eliminação de compostos orgânicos de um ecossistema 

pela atividade metabólica dos organismos presentes no local onde está a substância a ser 

biodegradada. A biodegradação por microrganismos é o melhor mecanismo para remoção 

de hidrocarbonetos poluentes do ambiente (JONES et al., 1970). 

A biodegradação de hidrocarbonetos e a conversão para CO2 envolve uma reação de 

oxidação, por isso, a maioria dos microrganismos que realizam esse processo são aeróbios 

(ROSATO, 1997). Entre eles, as bactérias são os agentes mais ativos neste processo e atuam 

como principais degradadoras em casos de derramamentos (RAHMAN et al., 2002; ROB et 

al., 2009).  

Nos casos de derramamento de petróleo, a bioaumentação é um dos recursos a ser 

utilizado para otimização da biodegradação no processo de descontaminação de uma área a 

ser biorremediada. A bioaumentação consiste na adição de bactérias com potencial 

biodegradador de petróleo, afim de suplementar a microbiota local. A bioaumentação tem 

várias vantagens em relação a outras técnicas. Quando uma população microbiana específica 

é injetada, o processo de degradação pode começar imediatamente (ALISI et al., 2009). 

Para utilização de bioaumentação devem ser realizados estudos prévios sobre os 

microrganismos a serem inseridos, pois os mesmos poderão desaparecer pela falta de 

nutrientes ou poderão permanecer na área, se adaptando as novas condições podendo, 

entretanto, provocar impactos ambientais ou a saúde humana (ALISI et al., 2009). 

A utilização da bioaumentação passou a ser permitida no Brasil em 2007, desde que 

sejam seguidas as normas pertinentes. No Estado de São Paulo, entre as normas a serem 

seguidas, destaca-se a norma técnica da CETESB nº L1.022, de junho de 2007, que trata 

sobre o uso de produtos biotecnológicos, constituídos de microrganismos, destinados ao 

tratamento de efluentes líquidos, de resíduos sólidos e à remediação de solos e de 

águas (CETESB, 2007). 
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3.1.1 Colorimetria – Indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol 

Diferentes microrganismos são capazes de utilizar hidrocarbonetos como fonte de 

carbono, sendo a Colorimetria com indicador redox DCPIP (2,6-diclorofenol-indofenol), 

(Quadro 3) (KUBOTA et. al., 2008) uma das técnicas para verificar essa capacidade, 

considerando que a reação de oxirredução é essencial para a biodegradação dos 

hidrocarbonetos.  

Quadro 3: Propriedades do indicador redox 2,6- diclorofenol indofenol (DCPIP). 

2,6- diclorofenol indofenol (DCPIP) 

λ máx. 600nm 

Peso molecular 268,09g mol -1 

Forma oxidada (DCPIP ox) Azul 

Forma reduzida (DCPIP red) Incolor 

Fórmula molecular C12H7CL2NO2 

 

A técnica de colorimetria com uso de indicador redox DCPIP, está fundamentada na 

alteração de cor deste composto quando reduzido. Assim, quando o indicador DCPIP está 

oxidado (Figura 22) sua coloração é azul e, quando reduzido, torna-se incolor. Esta mudança 

de cor pode, portanto, ser utilizada em uma série de reações em que ocorram trocas de 

elétrons, como a biodegradação de compostos orgânicos (MARIANO et al., 2007; BIDOIA 

et al., 2010).  

 

 
Figura 22: Reação do indicador 2,6-diclorofenol-indofenol com aceptor de elétrons. A mudança na ligação 

dupla entre nitrogênio e carbono no centro da molécula é o aceptor de elétrons, tornando-se uma ligação 

simples, modificando a estrutura da molécula (BIODOIA et. al., 2010). 

Na técnica colorimétrica, as reações redox não estão associadas unicamente ao 

consumo de um substrato, mas sim ao metabolismo total das células. Desta forma, considera-

se que o DCPIP realmente mede a resposta metabólica microbiana a um determinado 

substrato (contaminante) orgânico e/ou ambiente ao que é exposto (MONTAGNOLLI et al., 

2017).  

3.1.2 Teste de Biodegradação – Respirometria 

A respirometria é uma técnica que permite o acompanhamento indireto das atividades 

metabólicas realizadas pelos microrganismos, através da determinação do consumo de 
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oxigênio ou produção de dióxido de carbono, por unidade de volume e de tempo 

(BERNARDES e SOARES, 2005).  

Entre as técnicas, a respirometria de Bartha e Pramer é uma das mais amplamente 

utilizada para avaliar processos de degradação de poluentes por microrganismos, em solos.  

Essa técnica mede a liberação de CO2 por meio da sua captura por uma substância alcalina 

(Hidróxido de Potássio – KOH ou Hidróxido de Sódio) (MARIANI, 2005), tendo sido 

amplamente utilizada em trabalhos da comunidade cientifica brasileira que avaliaram a 

biodegradação de derivados de petróleo (LEI et al. 2005; MELLO, 2005; MARIANO, 2007; 

BIDOIA, 2010; MONTAGNOLLI et al., 2009; TAMADA, 2013; MONTAGNOLLI et al., 

2015) biodiesel (OLIVEIRA et al., 2006) e compostos fenólicos (ALBURQUEQUE, 2000).  

Uma das desvantagens da técnica de respirometria é que mesmo sendo realizada com 

misturas de contaminantes, é impossível prever qual contaminante da mistura está sendo 

metabolizado em determinado momento (BAKER e HERSON, 1994).  

O objetivo deste capitulo é verificar por meio de teste de biodegradação – 

Respirometria de Bartha, o potencial das espécies B. subtilis, B. licheniformis e do consórcio 

entre ambas as cepas para biodegradar diesel S10 e substâncias presentes na espuma para 

combate a incêndios (AFFF).   
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3.2 Materiais e Métodos  

3.2.1 Contaminantes  

3.2.1-1 Espuma de Controle de Incêndio - AFFF 

Para os experimentos foi utilizado o líquido gerador de espuma (LGE) 

Sintex ®AFFF/ARC 3% e 6% fornecido pela empresa Kidde Brasil Ltda (Figura 23 ).  

 
Figura 23: Embalagem da espuma de controle de incêndio – AFFF (LGE Kidde Sintex AFF/ARC 3% e 6% 

fornecido pela empresa Kidde Brasil Ltda). 

O Sintex® AFFF/ARC 3% x 6% deve ser misturado com água na proporção 97% de 

água para 3% de LGE quando utilizado para extinção de incêndios de derivados de petróleo, 

ou na proporção de 6% de LGE para 94% de água para extinção de incêndios de solventes 

polares. Sintex® AFFF/ARC é indicado para extinguir incêndios classe B, envolvendo 

derivados de petróleo como gasolina, querosene, óleo diesel, toluol, xilol, etc. e solventes 

polares, como álcool, acetona, éter etc. (KIDDE, 2021).  

3.2.1-2 Diesel S10 

Para os experimentos foram utilizado diesel S10 comercial, adquirido de bomba de 

combustível em Posto de Gasolina Petrobras.  

Características do diesel S-10 da Petrobras (PETROBRAS, 2021): 

• Baixo teor de enxofre: máximo de 10 mg/kg ou ppm (partes por milhão) 

• Número de cetano mínimo de 48  

• Faixa estreita de variação da massa específica (820 a 850 kg/m³) 

• Curva de destilação com a temperatura dos 95% evaporados de no máximo 370ºC.  
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 3.2.2 Teste de capacidade de biodegradação pelas cepas – Método 

Colorimétrico - DCPIP 

O teste de viabilidade de biodegradação foi realizado pelo método colorimétrico 

usando o indicador redox DCPIP, considerando, a avaliação da descoloração visual, a análise 

do tempo de descoloração do meio, assim como a porcentagem de descoloração, medida por 

leitura da absorbância em 600nm. 

A mudança de cor é devida à mudança na estrutura da molécula de DCPIP, assim, 

quando o indicador DCPIP está oxidado, sua coloração é azul e quando reduzido é incolor. 

Bactérias, ao apresentarem potencial em biodegradar uma substância, são capazes de alterar 

a estrutura de moléculas causando a mudança de cor de azul para incolor.  

No presente trabalho, foram realizados testes prévios para constatar a capacidade das 

cepas selecionadas em biodegradar tanto diesel S10, quanto espuma de controle de incêndio 

(AFFF). Os testes foram realizados, empregando um controle com glicose (fonte de carbono 

de fácil assimilação) para verificar a capacidade das cepas em reduzir o DCPIP na presença 

de glicose. 

3.2.2-1 Solução de indicador redox DCPIP 

A solução do indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) foi preparada na 

concentração de 1,00 g/L de acordo com estudos de Bidoia et al. (2010), Montagnolli et al. 

(2014). O armazenamento da solução de DCPIP 1,00 g/L foi realizado em frasco âmbar de 

vidro, ao abrigo de luz e a 4 °C em geladeira. 

3.2.2-2 Meio de cultura Bushnell-Hass (BH) 

O meio salino Bushnell-Hass (BH) foi preparado pela dissolução dos sais apresentados 

no Quadro 4 em 1,0 L de água destilada em balão volumétrico de mesmo volume. 

Quadro 4: Composição do meio Bushnell-Hass no preparo de 1,0L 

Composto Massa (gr) Composto Massa (gr) 

MgSO4 0,200 KH2PO4 1,000 

CaCl2 0,020 K2HPO4 1,000 

FeCl3 0,050 NH4NO3 1,000 

 

O método colorimétrico foi realizado segundo Hanson et al. (1993) e Bidoia et al. 

(2010), com adaptações. Os resultados consideraram a alteração da coloração do meio ao 

longo do tempo de incubação de 48 horas.   

A descoloração do DCPIP, foi monitorada a cada 24 horas. As medidas foram 

realizadas em espectrofotômetro Bel spectrophotometer sp 2000 UV/Vis (Figura 24), no 

comprimento de onda de 600 nm e convertidos em mg/L de DCPIP. 
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Figura 24: Espectrofotômetro Bel spectrophotometer sp 2000 UV/Vis, utilizado para as leituras do ensaio de 

colorimetria. Fonte: Roberta Merguizo Chinellato. 

Para a conversão da leitura de absorbância foi necessário estabelecer a reta padrão de 

DCPIP por meio de leituras de absorbância a 600 nm em concentrações diferentes da 

solução. A equação da reta de conversão absorbância para mg/L foi calculada conforme 

equação 1:  

 

[DCPIP] = (15,92 ₓ Abs600nm)] + 2,21      (1) 

Onde:  

[DCPIP]: Concentração do indicador redox DCPIP, em mg/L; 

Abs600nm: Absorbância no comprimento de onda 600nm. 

 

A descoloração foi avaliada em termos de porcentagem (%), de acordo com a 

equação 1.  

Porcentagem da Descoloração (PD%) = CF ₓ 100                                         (2) 

         CI 

Onde: 

CI: Concentração inicial do DCPIP no ensaio (mg/L); 

CF: Concentração final do DCPIP no ensaio (mg/L); 
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3.2.2-3 Montagem dos ensaios 

Os testes de colorimetria foram conduzidos em triplicata utilizando tubos de ensaio 

com tampa. Os inóculos utilizados foram reativados de acordo com o item 2.2.2, do capítulo 

anterior. Como fonte de carbono, foram adicionados Diesel S10 ou espuma de controle de 

incêndio (AFFF). A composição dos ensaios encontra-se detalhada na Tabela 3.  

Tabela 3: Composição dos tubos dos testes colorimétricos, realizados em triplicata (BH: meio de cultura 

Bushnell-Hass; DCPIP: Indicador 2,6-diclorofenol-indofenol; E: Espuma de controle de incêndio – AFFF; 

D: Diesel S10). 

 Meio Reagente Bactérias (106  - UFC/ml) (µl) Fonte de Carbono 

 BH (ml) DCPIP (µl) B. subtilis B. licheniformis AFFF (µl) Diesel S10 (µl) 

A
F

F
F

 

7,5 400 100 - 50 - 

7,5 400 - 100 50 - 

S
1

0
 

7,5 400 100 - - 50 

7,5 400 - 100 - 50 

C
o
n

tr
o
le

s 

7,5 400 - - - - 

7,5 400 100 - - - 

7,5 400 - 100 - - 

7,5 400 - - 50 - 

7,5 400 - - - 50 

 

3.2.3 Teste de Biodegradação – Respirometria de Bartha 

Para realização dos testes de biodegradação por respirometria foi necessário o uso de 

um sedimento de referência o qual foi obtido a partir de coletas em uma área controle, 

apresentada a seguir, já referenciada para a realização de experimentos e que não foi atingida 

pelo incêndio e pelo efluente da espuma.   

O uso de um sedimento controle, de unidade de conservação, livre de contaminação, 

permitiu um maior controle dos contaminantes e das concentrações inseridos durante a 

realização dos testes de biodegradação.  

 

3.2.3-1 Sedimentos para biodegradação 

As amostras de sedimentos para os experimentos foram coletadas no Rio Itaguaré, no 

município de Bertioga na Região Metropolitana da Baixada Santista, Estado de São Paulo, 

que está localizado na Unidade de Conservação (UC) do Parque Estadual Restinga de 

Bertioga (PERB) (Figura 25).  
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Figura 25: Mapa do Brasil, mostrando, em azul o Estado de São Paulo e a localização do município de 

Bertioga - SP. Fonte: Roberta Merguizo Chinellato. 

O Rio Itaguaré possui extensão de 12,5Km, sendo classificado como classe II de 

acordo com CONAMA274/2000. Não é receptor de nenhum efluente proveniente de estação 

de tratamento tem sua qualidade microbiológica classificada como excelente (CETESB, 

2000). 

As amostras de sedimento foram coletadas no ponto de coordenadas 23.780027S, 

45.972731W, (Figura 26) na região da barra do estuário, que mostrou salinidade variável 

entre 0 e 35, de acordo com o regime de chuvas e marés. Quanto à granulometria, os 

sedimentos da região da barra apresentaram predominância de areia fina e, em menor 

proporção, de areia muito fina, com alto grau de seleção do material presente (BARALDO, 

2018). 

 

 
Figura 26: Imagem mostrando a área do ponto de coleta (A) de sedimento no estuário de Itaguaré município 

de Bertioga –SP. Fonte: Google, 2018. 
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As amostras de sedimento foram coletadas utilizando uma pá estéril, acondicionadas 

em sacos estéreis e armazenadas sob refrigeração. Durante a coleta foi determinada a 

temperatura, salinidade e pH do ponto de coleta utilizando sonda multiparâmetro (marca 

Horiba, modelo U-50 Series). 

Capacidade de campo do sedimento 

Para determinação da capacidade de campo do sedimento a ser utilizado nos Testes de 

Biodegradação (Respirometria de Bartha), foi avaliada a quantidade de água presente no 

mesmo, através da diferença entre o peso do sedimento seco e do sedimento úmido. 

As amostras de sedimento coletadas foram colocadas em estufa a 105ºC ± 2°C por um 

período de 24h após as quais foram retiradas da estufa e resfriadas em dessecador. Após 

permanecer no dessecador, as amostras de sedimento foram novamente pesadas. 

Após a pesagem, o sedimento foi colocado em um funil acoplado a um frasco 

Erlenmeyer ao qual foi adicionada água destilada estéril até haver a saturação do mesmo. A 

capacidade de campo foi calculada pela diferença de peso entre o sedimento encharcado 

(100% de água) e do sedimento seco. 

Análise granulométrica do sedimento 

Foi realizada análise granulométrica do sedimento aplicando o método de 

peneiramento descrito por Suguio (1973).  

Porcentagem de matéria orgânica (MO) 

A determinação do teor de matéria orgânica foi realizada pelo método gravimétrico, 

segundo Wetsel e Likens (1991). As amostras foram resfriadas em dessecador por 1 hora, 

de modo de minimizar a possível interferência da umidade do ar. As amostras 0,1 g foram 

colocadas em cadinhos, pesadas e, em seguida, colocadas na mufla a de temperatura de 

550ºC, por 4 horas. O resfriamento foi feito no dessecador por 2 horas e transcorrido este 

tempo, os cadinhos foram pesados novamente. O teor de matéria orgânica foi determinado 

através da diferença entre o peso seco do sedimento e o peso após a ignição, considerando o 

peso seco (% PS), conforme a equação abaixo.  

 

% M.O. = [(Peso seco g – Peso após Ignição g) X 100]/ Peso Seco g (3)  
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Carbono orgânico (CO) 

A análise do percentual de carbono orgânico no sedimento foi realizada a partir da 

oxidação com dicromato de potássio, ataque com ácido sulfúrico e posterior titulação do 

dicromato excedente da oxidação com sulfato ferroso amoniacal, conforme Gaudette et al. 

(1974).  

O método baseia-se na oxidação (exotérmica) com dicromato de potássio e ácido 

sulfúrico concentrado. A quantidade de dicromato consumido na oxidação do carbonato 

orgânico foi determinada titulando-se o excesso de dicromato com sulfato ferroso amoniacal.  

O carbono orgânico total (CO) foi determinado segundo a Equação 4: 

 

[%CO] = V × [1‐(T/T Br)] × 0,003 × N × (100/m)    (4) 

 

Onde:  

V: volume de dicromato utilizado, em ml;  

N: normalidade do dicromato; 

T: volume de sulfato ferroso gasto na amostra, em ml;  

T Br: volume de sulfato ferroso gasto no branco, em ml;  

M: massa da amostra de sedimento, em gramas.  

Nitrogênio orgânico (NO)  

Para determinação do NO total presente nas amostras foi pesado 1 g do sedimento 

coletado e colocado em tubo de digestão de 100 ml. Foram adicionados 300 mg da mistura 

de K2SO4 — catalisadores (composta por: 100 g de K2SO4 (ou Na2 SO4), 10 g de 

CuSO4.5E1201 lg de selênio) e 10 ml de ácido sulfúrico concentrado. O composto foi 

mantido em ebulição até que o extrato ficasse claro, providenciando a exaustão dos gases 

que se desprenderam no processo. Após a digestão e esfriamento, o material foi transferido 

para balão de Kjeldahl de 500 ml, adicionando cerca de 150 ml de água destilada e uma 

pequena quantidade de pedra-pomes. A saída do destilador foi mergulhada em um copo de 

400 ml, contendo 50 ml de ácido bórico 2 % com quatro gotas do indicador misto. Foram 

adicionados 50 ml de NaOH 40 % ao balão. Foi realizada a destilação até coletar 100 ml da 

solução destilada (perfazendo aproximadamente 150 ml). Foi realizada a titulação da solução 

obtida até com HCl 0,02N até desaparecimento da coloração azul. Ainda foram realizadas 

provas de brancos completas cada vez que novos reagentes e soluções foram utilizados, 

descontando esses resultados das determinações feitas em solos (CETESB, 2009).  
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N% = (VHCl x NHCl x 0,014 x 100) / p     (5) 

 

Onde:  

VHCI: volume (ml) de HCl 0,02N gasto na titulação;  

NHCI: normalidade do HCl = 0,02;  

p: peso da amostra. 

Teor de fósforo  

O teor de fósforo total foi medido segundo metodologia descrita por Jaramillo (1996), 

com algumas modificações, visando adequar o método ao tipo de solo estudado. 

Foram pesados 13 gramas de solo e adicionados 90 ml de solução extratora, contendo 

fluoreto de amônio 1 N em solução ácida diluída (HCl). Este procedimento teve por 

finalidade extrair do solo as formas de fósforo facilmente solúveis em meio ácido, assim 

como grande parte dos fosfatos de cálcio e uma fração dos fosfatos de alumínio e ferro, 

devido à formação de complexos com os íons metálicos quando se encontram em solução 

ácida. Em geral, esse método permite a obtenção de bons resultados em solos ácidos, neutros 

e ligeiramente alcalinos (JARAMILLO, 1996). 

Após um período de 24 horas de contato entre o solo estudado e a solução extratora, o 

extrato obtido foi centrifugado e posteriormente filtrado em membrana Millipore (0,45 μm 

de porosidade). Em seguida, foram adicionados a 35 ml do extrato, 10 ml de uma solução de 

molibdato vanadato (1 N) completando o volume de 50 ml de solução. Após 10 minutos, foi 

feita a leitura da absorbância no espectrofotômetro no comprimento de onda de 450 nm. A 

concentração de fósforo total foi obtida de acordo com curva-padrão previamente preparada, 

empregando-se KH2PO4 como solução padrão. O teor de fósforo foi calculado de acordo 

com a Equação 6. 

 

P= (
Cextrato ₓ Vextratora

Msolo ₓ1000
)         (6) 

Onde: 

P: teor de fósforo no solo [g/kg] 

Cextrato: concentração de fósforo total [mg/L] 

Vextratora: volume utilizado da solução extratora [ml] 

msolo: massa de solo [g] 

1000: fator de conversão  
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Caracterização Microbiológica do Sedimento 

Para avaliar a qualidade microbiológica do sedimento foram utilizadas como 

bioindicadoras as densidades de Escherichia coli e de Enterococcus spp, de acordo com a 

Resolução CONAMA 274/00. As amostras foram processadas segundo Oliveira & Pinhata 

(2008) utilizando a técnica de membrana filtrante (APHA, 2012), utilizando a membrana de 

0,45µm de porosidade.  

Para avaliação das colônias de E. coli, após a filtração das amostras, as membranas 

foram depositadas em placas contendo meio de cultura ágar mTec, e incubadas a 35± 2ºC 

por 2 h, e posteriormente colocadas em banho-maria a 44,5 ºC por mais 22h. Após a 

incubação foi realizada a identificação e contagem das colônias. Aquelas que apresentaram 

coloração amarelada foram consideradas colônias de E. coli e submetidas a teste 

confirmatório em substrato de uréia. As densidades foram expressas em Unidades 

Formadoras de Colônia por grama (UFC/g).  

Para avaliação das colônias de Enterococcus, após a filtração, as membranas foram 

depositadas em placas contendo meio de cultura ágar mEnterococcus, e incubadas em estufa 

bacteriológica 35 ± 2ºC por 48h. Após a incubação, as colônias de coloração vermelho-

marrom foram consideradas positivas, e foram submetidas a confirmação em Caldo 

Enterococosel. As densidades foram expressas em Unidades Formadoras de Colônia por 

grama (UFC/g). 

 

3.2.3-2 Teste de Biodegradação – Respirometria de Bartha - método por 

condutividade 

No presente trabalho foi utilizada a metodologia de respirometria de Bartha e Pramer 

(1965), por condutividade (STROTMANN et al., 2004; FARIA e DE ANGELIS, 2014) 

adaptada por Uemura et. al. (2013), de acordo com instrução da OECD 307 (2002) adaptado. 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Microbiologia Industrial da Profª Drª 

Dejanira de Franceschi Angelis do Instituto de Biociências da UNESP – Câmpus Rio Claro.  

Essa metodologia permitiu extrair, por meio da medida de condutividade, informações 

a respeito das concentrações de CO2 na atmosfera criada no interior do respirômetro, como 

evidência indireta de biodegradação de compostos orgânicos (Figura 27). Dentro do sistema 

fechado foram quantificados o oxigênio consumido e o gás carbônico produzido durante a 

biodegradação.  

  



72 
 

 
Figura 27: Esquema representativo da montagem utilizada para realizar os experimentos de respirometria. 

A: Tampa da cânula; B: Cânula; C: Rolha de borracha; D: Braço lateral; E: Solução de KOH; F: 

Sedimento para o teste de biodegradação; G: Frasco erlenmeyer (250 ml); H: Válvula; I: Suporte (algodão); 

J: Filtro de cal sodada (ascarita). 

 

O CO2 decorrente da biodegradação aeróbica da matéria orgânica presente em cada 

respirômetro (cada teste) foi capturado pela solução de KOH (10ml; 0,2N) localizada no 

braço lateral do respirômetro. A solução teve sua condutividade medida usando um 

condutivímetro Tecnopon CA150 previamente calibrado e seco. 

Para transformar os valores de condutividade medidos em mS para µmol de CO2, foi 

utilizada a equação da curva de calibração de Uemura et al. (2013) (Figura 28 

 

Figura 28: Curva de calibração de CO2 em função da condutividade em solução 0,2M de 

KOH. Fonte: Uemura et al. (2013). 

Todos os respirômetros foram hermeticamente fechados e incubados a 28ºC durante 

todo o experimento. Periodicamente, a partir de cada respirômetro, foram coletadas amostras 

com uso de uma seringa estéril A quantidade de gás carbônico nas seringas foi mensurada 
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por condutividade como descrito acima. Durante este procedimento os respirômetros foram 

aerados durante 1,5 minutos através dos filtros de ascarita, com a utilização de um 

compressor de ar (Vetec PA) localizado na parte superior dos respirômetros (Figura 29). 

Após processo de purga, a solução de KOH foi substituída por uma nova. 

 

 
Figura 29: Sistema de renovação do ar através da utilização de um compressor de ar e um filtro de 

cal sodada (Vetec PA). Fonte: Roberta Merguizo Chinellato. 

O teste de repirometria baseou-se na reação de óxido-redução que ocorre no braço 

lateral do respiromêtro descrita na equação 7, a seguir:  

 

            2KOH + H2CO3 → K2CO3 + 2H2O        (7) 

 

Ao observar a estequiometria da reação, nota-se que 0,2M de KOH geram 0,1 M de 

K2CO3 sendo que, à medida que ocorre o aumento de CO2 proveniente da atividade 

microbiana (reativo), há um aumento da quantidade de sal na solução (deslocamento da 

reação para produtos para manter o equilibro), diminuindo a quantidade de KOH na solução 

e consequentemente a condutividade, dada a correlação linear inversa entre ambos 

parâmetros. Desta forma, quando a condutividade é máxima (cerca de 14,75 mS) a 

concentração de CO2 é mínima, e quando a condutividade é mínima (cerca de 6,02 mS) a 

concentração de CO2 é máxima.   
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Montagem do Teste de Biodegradação 

Os experimentos de biodegradação foram realizados em triplicata (3 respirômetros) 

para cada tratamento. Em cada respirômetro foram colocados 50g de sedimento não 

esterilizado e água destilada estéril, no volume determinado pela capacidade de campo.  

Foram realizados três grupos de experimentos: tratamentos com Espuma AFFF a 

diferentes concentrações (12 tratamentos), tratamentos com Diesel S10 a diferentes 

concentrações (9 tratamentos) e 11 tratamentos controle, incluindo controles para 

sedimentos, contaminantes e cepas, e um branco. No total foram avaliados 32 tratamentos, 

totalizando 96 amostras. Cada grupo de tratamentos está detalhado nos itens a seguir. 

Nos tratamentos que receberam inóculos, B. subtilis e/ou B. licheniformis foram 

acrescentados aos respirômetros a uma concentração final de 10% (Figura 30).  

Os experimentos foram mantidos por 120 dias, conforme instrução da OECD 307 

(2002), para que pudesse ser avaliada a biodegradação no tempo máximo estabelecido pela 

OECD.  

 

 

Figura 30: Garrafa de respirometria de Bartha, montada com 50 gramas de Sedimento + Contaminante + 

10% de Inóculo. Fonte: Roberta Merguizo Chinellato. 
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Tratamentos com espuma de controle de incêndio (AFFF) 

 Nos tratamentos realizados com espumas de controle de incêndio, foram avaliadas 

quatro diferentes concentrações da mesma: 1,5%, 3%, 4,5% e 6%, sendo que 3% e 6% são 

as concentrações comerciais.  Os respirômetros com as diferentes concentrações foram 

inoculados com B. subtilis, B. licheniformis ou com consórcio de ambas cepas (Figura 31). 

 

 

Figura 31: Composição do teste de biodegradação – Respirometria de Bartha para a espuma de 

controle de incêndio – AFFF. Elaborado pelo autor. 
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Tratamentos com Diesel S10 

Nos tratamentos realizados com diesel S10, foram avaliadas três diferentes 

concentrações: 2,5%, 5% e 7,5%, sendo 5% a comumente utilizada em testes de 

biodegradação. Os respirômetros com as diferentes concentrações foram inoculados com B. 

subtilis, B. licheniformis ou com consórcio de ambas cepas (Figura 32). 

 

 

Figura 32: Composição do teste de biodegradação – Respirometria de Bartha para diesel S10. Elaborado 

pelo autor. 
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Tratamentos Controles 

Para avaliação dos experimentos foi necessário a montagem de tratamentos controles 

para o sedimento, para os contaminantes (espuma de controle de incêndio – AFFF e diesel 

S10) nas concentrações estudadas, assim como para as espécies utilizadas e seu consórcio 

(Figura 33). 

 

 

Figura 33: Composição do teste de biodegradação – Respirometria de Bartha para os controles. Elaborado 

pelo autor. 

 

Modelagem Matemática  

Cada tratamento foi realizado em triplicata. Para obtenção da produção média em cada 

respirômetro, foi calculada a média aritmética das três réplicas que receberam o mesmo 

tratamento.  

Para cálculo da Produção Média Acumulada, foi realizada a soma dos valores médios 

obtidos em cada medição. A produção efetiva de CO2 foi obtida subtraindo-se a produção 

nos respirômetros submetidos aos tratamentos, da produção nos respirômetros controle.  

De acordo com a Norma ABNT 14.283, DE 1999, admite-se que metade da quantidade 

de carbono que é biodegradado é convertida em CO2 e os outros 50% incorporam-se ao solo 

na forma de biomassa, a quantidade total de carbono biodegradado foi calculada pela 

Equação 8: 

Cb (µmolC) = ×CO2b µmolCO2     (8) 
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Onde:  

Cb (µmolC) = µmols de Carbono biodegradados;  

CO2b (µmolCO2) = µmols de CO2 produzidos. 

 

3.2.4 Densidades Bacterianas  

As densidades bacterianas viáveis no início e ao final dos testes de respirometria 

foram avaliadas pela técnica “Pour Plate” utilizando o meio de cultura Ágar Nutriente, 

temperatura de incubação de 35°C ± 2ºC e período de 24 a 72h (Standard Methods for 

examination of water and wastewater Analysis APHA, 2012). 

As densidades consideradas como iniciais para os testes de biodegradação foram 

aquelas densidades dos inóculos das espécies de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis. 

Ao final dos experimentos de respirometria, foram determinadas as densidades de Bacillus 

subtilis e Bacillus licheniformis em todos os tratamentos com bioaumentação, ou seja, tanto 

nos experimentos com uma única espécie quanto naqueles com o consórcio das duas cepas. 

As densidades bacterianas também foram determinadas nos ensaios de controle com 

sedimento em todas as concentrações utilizadas para os dois contaminantes.  
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3.3 Resultados e Discussão 

3.3.1 Teste de capacidade de biodegradação das cepas – Método Colorimétrico – 

DCPIP 

No teste de avaliação visual realizado tendo a glicose como fonte de carbono de fácil 

assimilação, foi observado que, após o período de incubação de 24 horas, o DCPIP foi 

reduzido nos tubos com a presença de bactérias, evidenciado pela ausência de coloração azul 

(Figura 34B).  

 
Figura 34:Teste de capacidade de biodegradação das cepas em meio com DCPIP e glicose:A:  tubo A: 

DCPIP em BH e Glicose; tubo B: contém B. subtilis + DCPIP em BH + Glicose e o tubo C: B. licheniformis. 

+ DCPIP em BH + Glicose; B: tubos após incubação de 24 horas. Fonte: Roberta Merguizo Chinellato. 

 Em relação aos valores de absorbância obtidos, ele foi o mesmo para B. subtilis e B. 

licheniformis (aproximadamente 30%), enquanto que, para o controle (DCPIP em BH + 

glicose) a porcentagem foi de aproximadamente 8% (Figura 35). Estes resultados 

confirmaram a capacidade das cepas e seu potencial de consumir fontes de carbono. 

  
Figura 35: Porcentagem de descoloração do indicador DCPIP em teste com glicose como fonte de carbono, 

por 24 horas. Controle: DCPIP em BH e Glicose; B. subtilis: B. subtilis + DCPIP em BH + Glicose; B. 

licheniformis: B. licheniformis + DCPIP em BH + Glicose.  
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Uma vez confirmado o potencial das cepas para degradar fontes de carbono, foi 

realizado o teste de viabilidade de biodegradação da espuma de controle de incêndio - AFFF 

e do diesel S10.  

Na Figura 36 pode se observar o resultado do teste para a cepa B. subtilis na presença 

da espuma de controle de incêndio - AFFF ou diesel S10 (1% (v/v)).  

 

 
Figura 36: Resultado do teste de capacidade de biodegradação de B. subtilis utilizando AFFF ou diesel S10 

como fonte de carbono. Tubo A: DCPIP em BH, tubo B: B. subtilis + DCPIP em BH, tubo C: AFFF 

+DCPIP, tubo D: diesel S10 + DCPIP em BH, tubo E: AFFF+ B. subtilis + DCPIP em BH; e tubo F: diesel 

S10 + B. subtilis + DCPIP em BH. Fonte: Roberta Merguizo Chinellato. 

Nota-se que, após o período de incubação de 48 horas, os tubos E e F, que contém B. 

subtilis e um dos contaminantes como fonte de carbono, apresentam descoloração, sendo 

mais evidente a descoloração no tubo contendo diesel.  

As porcentagens de descoloração nos testes contendo B. subtilis e em presença dos 

contaminantes como fonte de carbono foram de, 13,5% para a espuma e de 17,7% para o 

diesel. As menores porcentagens de descoloração após 48 horas foram observadas nos 

controles, apresentando valores de 5,9% para espuma + DCPIP em BH, 4,1% para diesel + 

DCPIP em BH, e 4,7% para B. subtilis sem fonte de carbono (Figura 37).  
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Figura 37: Porcentagem de descoloração do indicador DCPIP em teste com a cepa Bacillus subtilis e os 

contaminantes após 48horas.  B. subtilis + Espuma: AFFF+ B. subtilis + DCPIP em BH; B. subtilis + 

diesel S10: diesel S10 + B. subtilis + DCPIP em BH; Espuma: AFFF +DCPIP em BH; Diesel: diesel S10 + 

DCPIP em BH; B. subtilis: B. subtilis + DCPIP em BH. 

O teste com Bacillus subtilis apresentou maior porcentagem de descoloração (17,7%,) 

para o diesel S10 1% (v/v), resultado que se mostrou coerente com estudos prévios como o 

de Montagnolli et al. (2009). Estes autores comprovaram através da técnica colorimétrica de 

DCPIP, a eficiência de B. subtilis em biodegradar biodiesel e óleos vegetais. 

 Adicionalmente, Prathyusha et al. (2016) que testaram a biodegradação de 

hidrocarbonetos com concentrações entre 0,5 a 1,5% e Kwapisz et al. (2008) que testou a 

degradação de óleo diesel 6%, também observaram tal capacidade de degradação por 

diferentes microrganismos. 

Na Figura 38 é possível observar os resultados do teste colorimétrico para a cepa B. 

licheniformis na presença da espuma AFFF ou diesel S10. 
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Figura 38: Resultado do teste de capacidade de biodegradação de B. licheniformis utilizando AFFF ou 

diesel S10 como fonte de carbono. Tubo A: DCPIP em BH, tubo B: B. licheniformis + DCPIP em BH, tubo 

C: AFFF +DCPIP, tubo D: diesel S10 + DCPIP em BH, tubo E: AFFF+ B. licheniformis + DCPIP em BH; 

e tubo F: diesel S10 + B. licheniformis + DCPIP em BH. 

Observando a Figura 38 é possível notar que, após o período de incubação de 48 horas, 

os tubos E e F, que contém B. licheniformis e um dos contaminantes como fonte de carbono, 

carecem de coloração, tanto no tubo contendo AFFF como diesel. Quando comparado ao 

teste realizado com B. subtilis (Figura 36), B. licheniformis parece ter melhor capacidade 

para reduzir o DCPIP após o período de incubação de 48 horas.  

A porcentagem de descoloração da cepa em presença dos contaminantes como fonte 

de carbono foi de 26,5% para a espuma e 11,4% para o diesel.  

As menores porcentagens de descoloração após 48 horas foram observadas nos 

controles, apresentando valores de 5,9% para espuma + DCPIP em BH, 4,1% para diesel + 

DCPIP em BH, e 4,2% para B. licheniformis sem fonte de carbono (Figura 39). 
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Figura 39: Porcentagem de descoloração do indicador DCPIP em teste com a cepa Bacillus licheniformis e 

os contaminantes após 48horas. B. licheniformis + Espuma: AFFF+ B. licheniformis + DCPIP em BH; B. 

licheniformis + diesel S10: diesel S10 + B. licheniformis + DCPIP em BH; Espuma: AFFF +DCPIP em 

BH; Diesel: diesel S10 + DCPIP em BH; B. licheniformis: B. licheniformis + DCPIP em BH. 

Em relação ao diesel, apesar do meio ter ficado incolor (Figura 38, tubo F), a 

porcentagem de descoloração calculada a partir da absorbância a 600nm foi mais baixa do 

que o esperado. Este fato pode ser explicado pelo aumento da turbidez do meio devido ao 

aumento da biomassa bacteriana, capaz de biodegradar o diesel, o que influenciou na leitura 

da densidade ótica.  

De fato, como constatado por Kubota et al. (2008), apesar da técnica com DCPIP se 

mostrar adequada para avaliar a biodegradação de compostos orgânicos, a mesma pode 

apresentar uma limitação em relação ao grande crescimento e ao tamanho das células 

bacterianas, o que, provavelmente ocorreu neste trabalho.  

Os resultados do teste com Bacillus licheniformis mostraram-se coerentes com os 

resultados obtidos por Kumar et al. (2006), que descreveram a espécie como produtora de 

biossurfactantes, eficiente tanto para a indústria de alimentos, quanto para a indústria 

petroquímica, com potencial para uso em processos de biorremediação. O biossurfactante 

produzido pelo B. licheniformis apresenta propriedades importantes em relação a 

temperaturas acima de 50ºC e também para pH entre 4,5 a 9 (MCINERNEY et. al., 1990).  

Segundo Mariano et al. (2007) cepas ambientais apresentam maior adaptabilidade em 

degradar os contaminantes com o quais já tiveram contato. No trabalho destes autores foi 

possível avaliar o potencial de biorremediação por DCPIP, em área contaminada com óleo 

diesel (comercial e intemperizado) em 3 dias. 
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3.3.2 Teste de Biodegradação – Respirometria de Bartha 

3.3.2-1 Caracterização do Sedimento 

Análise granulométrica 

O sedimento coletado foi classificando como predominantemente composto por areia 

fina e muito fina (Tabela 4).  

Tabela 4: Classificação textural do sedimento coletado em Itaguaré. 

Granulometria 

Diâmetro (µm) Fração % 

2000-1000 Areia muito grossa 0,47 

1000-500 Areia grossa 0,393 

500-250 Areia média 1,04 

250-125 Areia fina 28,42 

125-75 Areia muito fina 65,87 

<75 Silte e argila 3,73 

 

A granulometria do sedimento interfere na distribuição da matéria orgânica presente, 

nas concentrações de hidrocarbonetos presentes pela contaminação e na distribuição e 

atividade da comunidade microbiana, incluindo bactérias (OLIVEIRA et al., 2007).  

Sedimentos arenosos são considerados mais adequados para a atividade de 

microrganismos, pois permitem uma melhor permeação da água e do ar (SEABRA, 1997), 

fatores necessários para o crescimento de bactérias. 

Em relação ao diâmetro dos grãos, segundo trabalho de Nakazawa (2011) as maiores 

concentrações de hidrocarbonetos em sedimentos estiveram associadas aos maiores grãos 

(>250 µm) enquanto que, frações mais finas (<62 µm), apresentaram concentrações mais 

baixas.  

Diferentes concentrações de hidrocarbonetos entre as frações do tamanho de 

sedimentos costeiros (<62, 62-125, 125-250 e >250 µm) também foram observadas por 

WANG et al. (2001) e relacionadas à matéria orgânica associada aos sedimentos.  

 

Parâmetros físico-químicos e composição química 

A Tabela 5 apresenta os resultados dos parâmetros físico-químicos avaliados in situ 

no momento da coleta dos sedimentos, bem como a composição química do sedimento: 

matéria orgânica (MO), Carbono Orgânico (CO), Fósforo (P) e Nitrogênio Orgânico (NO). 
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Tabela 5: Fatores abióticos do Sedimento de Itaguaré, utilizados nos testes de biodegradação – Respirometria 

de Bartha. 

Sedimento Itaguaré  

OD  

(mg/L) 

“in loco” 

Temp.  

(oC)  

“in loco” 

pH Salinidade 
MO 

(g/kg) – (%) 

CO 

(g/kg) 

P 

(g/kg) 

NO 

(g/kg) 

7,05 20,6 7,2 2,4 2,67 - 0,267 

 

1,43 0,013 

 

1,05 

 

Embora a temperatura do sedimento no momento da coleta tenha sido de 20,6ºC, os 

experimentos em laboratório foram conduzidos a uma temperatura de 28±2ºC, mais 

adequada ao crescimento bacteriano. Apesar desta diferença, a escolha da temperatura foi 

semelhante à de outros trabalhos (MARIANO et. al., 2007; COSTA, 2009; 

MONTAGNOLLI et al., 2015; QUITERIO et al., 2017).  

Considerando que,  os parâmetros físico-químicos dos sedimentos no local da coleta 

são altamente variáveis (BARALADO, 2018) e que a temperatura do sedimento afeta 

diretamente a atividade dos microrganismos e influencia no estado físico-químico dos 

contaminantes, a temperatura escolhida para os experimentos pode dificultar ou  facilitar a 

bidegradação (BAKER e HERSON, 1994), No presente trabalho os resultados obtidos 

sugerem que a temperatura tenha tido efeito positivo nos processos de biodegradação. 

No momento da coleta o pH do sedimento apresentou valores neutros (pH=7,2), 

correspondendo com os resultados de Moreira e Siqueira (2006) que determinaram que o pH 

da maioria dos solos/sedimentos estão na faixa entre 4,5 e 8,0. A neutralidade dos sedimentos 

evita a perda de nutrientes pelo solo (que ocorre em solos ácidos), garantindo a 

disponibilidade de elementos essenciais para o metabolismo microbiano na degradação dos 

contaminantes (OLIVEIRA et al., 2000). Segundo Moreira (2002), a degradação de 

poluentes orgânicos em solos/sedimentos é otimizada a temperaturas de 24 a 35ºC e pH de 

5,6 a 8, pelo que os sedimentos coletados se mostraram apropriados para a utilização nos 

experimentos em laboratório. 

Embora seja já conhecida a influência que a salinidade pode ter nas células e nos 

processos bacterianos, interferindo até mesmo na sobrevivência de algumas espécies de 

bactérias, isto não foi observado no presente trabalho, pois ambas as espécies não sofreram 

influência da salinidade presente no sedimento, em seu crescimento. Resultados semelhantes 

foram obtidos por Haghighat et al. (2008) que avaliaram que a presença de sal não 

influenciou a ação das espécies de B. subtilis e B. licheniformis.  
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A concentração de carbono presente no sedimento do presente trabalho pode ser 

considerada baixa, o que é esperado para sedimentos arenosos e sugere que não houve 

contaminação previa por hidrocarbonetos nem por outros compostos orgânicos nos 

sedimentos (FROEHNER & MARTINS, 2008).  

Apesar dos baixos valores de carbono e matéria orgânica presentes nos sedimentos, 

estas concentrações não foram limitantes para o crescimento de B. subtilis e B. licheniformis 

nos testes realizados, uma vez que os contaminantes orgânicos adicionados supriram as 

necessidades de carbono para os microrganismos (BAKER e HERSON, 1994). Sendo assim, 

o sedimento coletado pode ser considerado ideal para a avaliação da biodegradação dos 

contaminantes. 

Além das fontes de carbono, nutrientes inorgânicos como nitrogênio e fósforo também 

são necessários para o metabolismo microbiano (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Devido a 

isto, processos de biorremediação de solos contaminados que tem como prática a adição de 

nutrientes inorgânicos ao material a ser degradado, tem obtido sucesso.  Em solos e 

sedimentos contaminados por hidrocarbonetos, a adição de nutrientes como o Nitrogênio 

permite que o contaminante seja rapidamente consumido pelos microrganismos presentes 

(LU et al., 2011).   

No presente estudo, embora o sedimento utilizado tenha sido considerado pobre, pois 

solos ricos são os que apresentam concentrações de nitrogênio e fósforo maiores que 2,22 

g/kg e 0,03 g/kg, respectivamente (Jaramillo, 1996), não apresentou limitação aparente para 

a realização dos testes de biodegradação – Respirometria de Bartha. Possivelmente devido 

ao inóculo e os contaminantes adicionados forneceram carbono, nitrogênio e fósforo. 

Umidade e Capacidade de Campo 

A umidade dos sedimentos amostrados foi de 32,07%, e a capacidade de campo de 

aproximadamente 70%. A partir desses dados, determinou-se que era necessário acrescentar 

18,48g (18,48%) de água destilada na montagem dos testes de biodegradação. 

Caracterização Microbiológica do Sedimento  

Os valores das densidades de E. coli e Enterococcus encontrados nos sedimentos 

coletados na barra do Rio Itaguaré encontram-se na Tabela 6. 

Tabela 6: Densidade microbiológica do Sedimento de Itaguaré. 

Escherichia coli Enterococcus Bactérias Heterotróficas 

907 UFC/g 46 UFC/g 3340 UFC/g 
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Quando comparada com a classificação de praias em relação à balneabilidade segundo 

a Resolução CONAMA 274/00 (Quadro 5), os sedimentos coletados se enquadram nas 

categorias Própria considerando Enterococcus e Imprópria considerando E. coli. Para 

bactérias heterotróficas não existem valores de referência na legislação. Vale ressaltar que a 

classificação CONAMA 274/00 faz referência à análise microbiológica da água e não do 

sedimento e contempla amostras coletadas ao longo de cinco semanas consecutivas. no 

entanto, no Brasil, ainda não existe uma legislação específica para sedimentos.  

 
Quadro 5: Classificação de balneabilidade de acordo com a CONAMA 274/00 

Categoria 

Coliformes 

Termotolerantes 

(UFC/100ml) 

Escherichia coli 

(UFC/100ml) 

Enterococos 

(UFC/100ml) 

Própria 

Excelente 
Máx de 250 em 80% ou 

mais tempo 

Máx de 200 em 

80% ou mais tempo 

Máx de 25 em 80% 

ou mais tempo 

Muito boa 
Máx de 500 em 80% ou 

mais tempo 

Máx de 400 em 

80% ou mais tempo 

Máx de 50 em 80% 

ou mais tempo 

Satisfatória 
Máx de 1000 em 80% ou 

mais tempo 

Máx de 800 em 

80% ou mais tempo 

Máx de 100 em 80% 

ou mais tempo 

Imprópria 

Superior a 1.000 em mais 

de 20% do tempo 

Superior a 800 em 

mais de 20% do 

tempo 

Superior a 100 em 

mais de 20% do 

tempo 

Maior que 2.500 na última 

medição 

Maior que 2.000 na 

última medição 

Maior que 2400 na 

última medição 

 

Segundo relatório da CETESB (2018) as praias do município de Bertioga foram 

consideradas próprias o ano todo, com classificação anual de BOM para a maioria das praias 

(Quadro 6). 

Quadro 6: Porcentagem de ocorrência em cada categoria e qualificação anual, segundo 

Relatório Qualidade das Praias Litorâneas no Estado de São Paulo. 2018. Fonte: CETESB 

(2018). 

 

Amostragens realizadas por Moraes (2011), no ano de 2008, pelo período de 6 meses 

consecutivos, consideram a classificação qualitativa da balneabilidade do Itaguaré se 
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apresenta BOM, mantendo a classificação qualitativa da balneabilidade do Itaguaré a mesma 

pelos últimos 11 anos.  

3.3.2-2 Respirometria de Bartha - método por condutividade 

Tratamentos com espuma de controle de incêndio (AFFF) 

A concentração de carbono biodegradado nos testes foi avaliada comparando os 

tratamentos com sedimento contaminado com AFFF em diferentes concentrações (1,5%, 

3%, 4,5% e 6%), em presença da bactéria B. subtilis, na presença de B. licheniformis e em 

consórcio de ambas, com controles de sedimento puro e sedimento com contaminante. Em 

todos os tratamentos foi utilizado o sedimento coletado no Rio Itaguaré. O CO total 

biodegradado (µmol) foi mensurado ao longo dos 120 dias do experimento para cada 

tratamento e cada respirometro (OECD 307, 2002). Os valores médios encontram-se 

representados nas Figura 40 a Figura 43, e os resultados numéricos no ANEXO 2. 

Para a concentração de espuma 1,5% B. subtilis e o consórcio apresentaram bom 

desempenho tanto nos primeiros dias, quanto aos 120 dias, sendo que B. subtilis apresentou 

desempenho um pouco inferior ao do consórcio. A diminuição do desempenho por volta dos 

30 dias, pode estar relacionado com a diminuição de substrato (Figura 40). 

 
Figura 40: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria com [AFFF 1,5%] 

como contaminante, durante 120 dias. 

Na mesma concentração, B. licheniformis apresentou baixo desempenho (menor que a 

degradação natural do contaminante (Sed+Espuma) até aproximadamente o dia 30 do 
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experimento, melhorando o desempenho até dia 120 (valor máximo de C biodegradado 

observado).  

Para a concentração 3% da espuma (concentração comercial) ambas cepas e o 

consórcio apresentaram bom desempenho. B licheniformis e o consórcio apresentaram 

curvas semelhantes e B. subtilis um desempenho bom, porém inferior. O máximo de C 

biodegradado ocorreu em torno dos 45 dias de teste. Foi possível observar que, quando 

mudou a taxa de degradação natural (aumento no dia 52), diminuiu o desempenho de 

degradação das cepas únicas e do consórcio, essa diminuição no desempenho, pode estar 

relacionado com a diminuição de substrato. Aos 120 dias, B. licheniformis e o consórcio 

apresentaram bom desempenho, sendo que a curva de B. subtilis foi semelhante à obtida para 

a degradação natural do contaminante no sedimento (Figura 41).  

 

 
Figura 41: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria com [AFFF 3%](concentração 

comercial) como contaminante, durante 120 dias. 

 

Para a concentração 4,5% da espuma, tanto os tratamentos com cepas únicas quanto o 

consórcio, apresentaram bom desempenho nos primeiros dias (aprox. 45 dias). Entretanto, a 

partir dos 70 dias (aprox.) a degradação natural da espuma foi aumentando, ultrapassando a 

curva de degradação de B. subtilis. Aos 80 dias, a degradação natural também ultrapassou a 

degradação por B. licheniformis e, aos 90 dias também igualou a curva de crescimento do 

consórcio (Figura 42).  
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Figura 42: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria com [AFFF 4,5%] como 

contaminante, durante 120 dias. 

 

Para a concentração de 6% da espuma (concentração comercial) B. licheniformis e o 

consórcio apresentaram bom desempenho de degradação, com o desempenho de B. 

licheniformis sendo notavelmente superior ao do consórcio. Entretanto, ao final do período 

de 120 dias, a degradação natural da espuma ultrapassou ambas as curvas de degradação 

com inóculo. Tal resultado parece bem pertinente pois corrobora o fato de que, as bactérias 

degradadoras são capazes de realizar a autodepuração do ambiente contaminado, porém em 

longos períodos de tempo e sem que haja perturbação do sistema há necessidade de 

manutenção ou mesmo a bioestimulação (Figura 43).  
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Figura 43: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria com [AFFF 6%](concentração 

comercial) como contaminante, durante 120 dias. 

Comparando em relação à concentração de 6% de espuma, B. subtilis, não apresentou 

bom desempenho, permanecendo abaixo da curva de degradação natural do contaminante e 

sem apresentar uma boa resposta nos primeiros dias. O baixo desempenho de B. subtilis 

poderia indicar que a cepa apresentou maior sensibilidade (toxicologia) quando exposta a 

essa concentração da espuma. Apesar de B. subtilis ser amplamente estudado para aplicações 

em processos de biorremediação e aplicação industrial, por conta do biosurfactante que é 

capaz de produzir, mostrou-se mais frágil na utilização para biorremediação de espumas de 

controle de incêndios – AFFF. 

É possível considerar que, para todas as concentrações de espuma testadas, as cepas 

e o consórcio apresentaram bom desempenho na biodegradação dos C presentes nos 

componentes da espuma, com exceção de B. licheniformis na concentração 1,5% e B. 

subtilis na concentração de 6%. 

Foi possível observar que, nas concentrações estudadas de AFFF, tanto as cepas únicas 

quanto o consórcio, apresentaram, comparativamente a degradação natural, uma 

concentração de C biodegradado consideravelmente superior entre os 20 a 40 dias de 

experimento.  No entanto, nas concentrações de 4,5% e 6%, ao final de 120 dias, a 

degradação natural da espuma foi similar ou maior que dos testes com bioaumentação.  

Os resultados dos testes de biodegradação por cepa/consórcio estão representados nas 

Figura 44, Figura 45 e Figura 46. 
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Figura 44: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria realizados com a cepa B. subtilis 

com AFFF  nas concentrações 1,5%, 3% 4,5% e 6% como contaminante , durante 120 dias. 

 

B. subtilis apresentou o melhor desempenho ao longo do tempo para a concentração 

1,5% de AFFF. Para as concentrações 3% (comercial) e 4,5% apresentou melhor 

desempenho no início do teste, diminuindo a partir do 50º dia (aproximadamente). Para 

AFFF 6% (comercial) apresentou baixo desempenho, permanecendo abaixo da curva de 

degradação natural do composto (como mencionado anteriormente) (Figura 44). 

 

 
Figura 45: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria realizados com a cepa 

B. licheniformis com AFFF  nas concentrações 1,5%, 3% 4,5% e 6% como contaminante, durante 120 dias. 
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B. licheniformis apresentou o melhor desempenho ao longo do tempo para a 

concentração 6% (comercial) de AFFF, porém apresentou bom desempenho também para as 

concentrações 3% (comercial) e 4,5%. Analogamente, B. subtilis apresentou melhor 

desempenho no início do teste, diminuindo a partir do 70º dia (aproximadamente). Para 

[AFFF 1,5%] apresentou pior desempenho, aproximando-se às curvas das outras 

concentrações só a partir do 90º dia (Figura 45). 

 

 
Figura 46: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria realizados com consórcio das  

cepas B. subtilis e B. licheniformis com AFFF  nas concentrações 1,5%, 3% 4,5% e 6% como contaminante , 

durante 120 dias. 

O consórcio apresentou desempenho similar em todas as concentrações da AFFF as 

quais foi exposto (Figura 46). 

Tratamentos com Diesel S10 

Os valores médios de C biodegradados de Diesel S10 encontram-se representados na 

Figura 47 (resultados numéricos no ANEXO 3). As cepas de B. subtilis, de B. licheniformis 

e do consórcio apresentaram o mesmo comportamento de biodegradação nas três 

concentrações de diesel S10 analisadas (2,5%, 5% e 7,5%) em relação aos controles.  
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Figura 47: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria com Disel S10 nas concentrações 

2,5%, 5% e 7,5% como contaminante, durante 120 dias.  
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Os testes de biodegradação de diesel S10 contendo espécie única ou consórcio, 

apresentaram comportamentos semelhantes ao longo de todo o experimento de respirometria 

e em todas as concentrações de diesel S10 analisadas (Figura 48).  

Esta semelhança é observada facilmente, comparando o crescimento nos testes com 

cepas com os controles.  Em nenhum dos testes, seja com cepas únicas ou em o consórcio, 

em todas as concentrações testadas, apresentaram valores de C total biodegradado inferiores 

à degradação natural do contaminante no substrato. 

 

 
Figura 48: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria realizados com a cepa B. subtilis 

com Diesel S10  nas concentrações 2,5%,5% e 7,5% como contaminante , durante 120 dias. 

Quando comparadas diferentes concentrações de contaminante para B subtilis 

(Figura 48), foi possível observar que a bactéria apresentou melhor desempenho nas 

concentrações 5% e 7,5% de diesel S10. Na concentração de 2,5% de diesel S10 a 

biodegradação pouco inferior. 

Em relação a B. licheniformis, as curvas foram muito semelhantes para todas as 

concentrações (Figura 49), com um desempenho melhor e muito similar para as 

concentrações de 2,5% e 5% de diesel S10, e um desempenho inferior, porém bom, para a 

concentração 7,5%. 
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Figura 49: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria realizados com a cepa 

B. licheniformis com Diesel S10  nas concentrações 2,5%,5% e 7,5% como contaminante, durante 120 dias. 

O consócio apresentou bom desempenho para todas as concentrações de diesel testadas 

(Figura 50), porém seu desempenho foi levemente inferior que o de B. licheniformis para as 

concentrações de 5% e 7,5%. 

 

 
Figura 50: Total de C biodegradado (µmol) nos ensaios de respirometria realizados com consórcio das  

cepas B. subtilis e B. licheniformis com Disel S10 nas concentrações 2,5%, 5% e 7,5% como contaminante , 

durante 120 dias. 

Ao comparar os valores de degradação natural dos contaminante no sedimento (Figura 

51) observa-se que a degradação natural do diesel é superior à da AFFF. Para [1,5%] de 
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puro) o que pode ser explicado pela presença de substâncias como perfluorados (PFC) e 

pouca quantidade de butil-carbitol a ser degradado pelas bactérias presente no sedimento, 

isso nas condições as quais foram testados, a degradação dos PFC ocorre melhor em 

metabolismo anaeróbico.  

 
Figura 51:Comparação do total de C degradado naturalmente no sedimento, utilizando AFFF e Diesel S10 

em diferentes concentrações como fonte C, em contraste do total de C degradado na amostra de sedimento 

sem outra fonte de carbono (sedimento puro – controle). 

Contudo, ao comparar a degradação natural dos contaminantes com a biodegradação 

na presença do consórcio (Figura 52), é possível observar que a produção de CO2 no ensaio 

com diesel S10 foi maior comparativamente a produção nos ensaios com espumas, nos quais 

a degradação dos contaminantes foi consideravelmente superior. 

 De fato, o uso de consórcios de microrganismos é mais eficaz em processos de 

biorremediação, devido à complexidade dos processos metabólicos necessários. O uso de 

bactérias de gêneros e espécies diferentes age com complementaridade a ação em degradar 

uma ou várias frações de hidrocarbonetos (LITTLEJOHNS e DAUGULIS, 2008).  O 

consórcio microbiano tem uma capacidade para agir na degradação de compostos complexos 

(GHAZALI et. al, 2004). 

0,00E+00

1,00E+03

2,00E+03

3,00E+03

4,00E+03

5,00E+03

6,00E+03

7,00E+03

8,00E+03

9,00E+03

0 20 40 60 80 100 120

T
o

ta
l 

d
e 

C
 b

io
d

eg
ra

d
ad

o
 (

µ
m

o
l)

Tempo -dias

S10 [7,5%]

S10 [5%]

S10 [2,5%]

AFFF [6%]

AFFF [4,5%]

AFFF [3%]

AFFF [1,5%]

Sed. Puro



98 
 

 
Figura 52: Comparação entre as curvas de C total biodegradado pelo consórcio e a degradação natural dos 

contaminantes nas diferentes concentrações utilizadas (AFFF: [1,5%], [3%], [4,5%], [6%]; Diesel S10: 

[2,5%], [5%], [7,5]) nos sedimentos. 

A diferença observada provavelmente se deve ao fato que as formulações comerciais 

da espuma incluem um conjunto de substâncias químicas, como solventes, diferentes classes 

de surfactantes fluorados e compostos aditivos (MOODY; FIELD, 2000; PLACE; FIELD, 

2012) o quais podem ser mais ou menos refratários à biodegradação. 

Dentre os principais componentes da espuma encontram-se os compostos perfluorados 

(PFC) (KISH et al., 2008; BADUEL et al., 2017), substâncias que possuem forte polaridade 

na ligação carbono-flúor, que confere forte estabilidade na molécula (KEY, 1997).  

Dentre o grupo dos PFC, destacam-se os PFOS (ácido perfluorooctano sulfônico) e os 

PFOA (ácido perfluorooctanóico), os quais são os subprodutos da degradação dos PFC 

(MONTAGNOLLI, 2015), porção de fluorcarbonados que é inerte e não biodegrada em 

testes aeróbicos. De fato, a desalogenação de compostos organo-halogênios por 

microrganismos ocorre com eficácia em sistemas anaeróbicos, sendo um desafio a realização 

da biorremediação in situ.   

Os subprodutos gerados pela degradação da espuma, podem causar efeito tóxico nas 

cepas, o que explica a queda nos valores de C biodegradado próximos ao teste de 

biodegradação natural (ensaio sem inóculo) em altas concentrações de espuma 

(MONTAGNOLLI, 2015). A biotransformação dos PFC, indicam a presença de um 

processo biológico que altera a estrutura e metaboliza a substância.  
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Montagnolli (2015), em seu trabalho encontrou valores inferiores de produção 

acumulada de CO2, para a AFFF, no entanto foi avaliado apenas a degradação natural da 

AFFF, sem a realização de bioaumentação.  

Na composição da espuma é possível encontrar de 12% a 15% de butil-carbitol, 

substância que não contêm flúor em sua estrutura (C8H18O3), sendo assim biodegradável, a 

qual possivelmente tenha sido consumida pelas cepas, sendo responsável pela produção das 

concentrações de C biodegradado encontradas nos testes de respirometria. Vale ressaltar que 

o butil-carbitol, assim como os éteres de glicol, são móveis, biodegradam rapidamente e não 

são adsorvidos às partículas de solo (CMA, 1994).   

Waggy et al. (1994) relataram a remoção de 88% de butil carbitol de uma amostra de 

água em 28 dias. Outros estudos demonstraram 58% e 100% de biodegradação ocorrendo 

entre 15 a 28 dias (ZAHN; WEELENS, 1980), resultados estes muito similares aos obtidos 

nos testes realizados neste trabalho. No entanto no presente trabalho o butil-carbitol é um 

dos componentes da formulação das AFFF, desta forma a maior dificuldade para remoção 

total das espumas do ambiente, seriam os perfluorcarbonados. Não há trabalhos de 

biodegradação das AFFF, com a metodologia utilizada neste trabalho.  

As curvas obtidas para diesel S10 apresentaram aumento da concentração de carbono 

total até o dia 72 e mantiveram a produção até os 120 dias, indicando uma melhor 

biodegradabilidade dos hidrocarbonetos presentes. 

A produção de CO2 no ensaio com diesel S10 foi maior que aquelas dos ensaios com 

espumas. Esta diferença se deve ao fato de as bactérias heterotróficas terem maior facilidade 

em degradar hidrocarbonetos. Segundo Wrenn & Venosa (1996), as moléculas lineares de 

hidrocarbonetos são mais facilmente biodegradadas do que compostos BTEX, presentes no 

diesel (SASAKI et al., 1998). 

A biodegradação dos derivados de petróleo, não depende exclusivamente do tamanho 

da cadeia de carbono, segundo Prince e Walters (2007), a biodegradabilidade dos 

hidrocarbonetos apresenta a seguinte ordem: n-alcanos > alcanos ramificados > compostos 

aromáticos de baixo peso molecular > ciclo-alcanos > compostos poliaromáticos > 

compostos polares.   

Em alguns estudos, o bioaumento da população bacteriana presente no solo/sedimento 

favoreceu a degradação de óleo diesel e outros hidrocarbonetos presentes no solo 

(KATAOKA, 2001; BENTO et al., 2003). Marchal et al. (2003) observaram considerável 

degradação intrínseca do óleo diesel (60 a 73%), o que era esperado, uma vez que o óleo 

diesel é constituído por hidrocarbonetos mais pesados e recalcitrantes.  
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Nos testes de respirometria de ambos os contaminantes, observa-se que a 

biodegradação atinge fase estacionária, sendo necessário um novo aporte de inóculo para a 

continuidade de biorremediação dos contaminantes ou testes de bioestimulação. Para a 

continuidade da biodegradação da AFFF, idealmente deveria ser realizado entre 20 a 40 dias 

após o início do processo de biorremediação, quanto ao diesel S10 a inserção de mais inóculo 

deverá ser realizada entre 40 a 60 dias. 

 

3.3.4 Densidade Bacteriana 

Densidade do Inóculo – Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis 

 Os resultados das densidades bacterianas obtidas para os inóculos, expressas como 

UFC/ml indicaram a presença de quantidades adequadas de células viáveis para a utilização 

nos ensaios de biodegradação (Tabela 7). 

Tabela 7: Densidade em UFC/ml de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis adicionadas nos 

ensaios de respirometria. 

Bacillus subtilis Bacillus licheniformis 

3,90E+09 (UFC/ml) 3,85E+09 (UFC/ml) 

As densidades para B. subtilis e B. licheniformis, foram da ordem de 109 UFC/ml, 

densidade superior à mínima necessária para obtenção dos inóculos para os testes de 

biodegradação.  

De acordo com o resultado da curva de crescimento (item 2.3.2) ao começo da fase de 

crescimento exponencial (fase “log”), as densidades das cepas foram de 5,00E+06 para B. 

subtilis e de 1,00E+08 para B. licheniformis. Foi nessa fase que as cepas apresentaram maior 

crescimento e atividade metabólica, sendo esse o melhor m omento para obtenção dos 

inóculos em estudos laboratoriais ou até mesmo em processos industriais (ALTERTHUM, 

2008) ou de biorremediação. 

 

Densidade de Bactérias Totais pós Teste de Biodegradação – Respirometria de 

Bartha 

 Foram verificadas as densidades das bactérias totais (UFC/ml), dos sedimentos, após 

os finalização dos testes de respirometria, para todos os tratamentos realizados, ensaios de 

bioaumentação para Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, consórcio, para todas as 

concentrações utilizadas dos contaminantes (AFFF [1,5%], [3%], [4,5%], [6%] e Diesel S10 

[2,5%], [5%], [7,5]), bem como os controles de sedimentos para as cepas, os contaminantes 

e o sedimento puro. Foi utilizada a técnica “Pour plate”, com incubação dos cultivos à 35°C.   
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As densidades bacterianas obtidas após os testes de degradação são mostradas na 

Tabela 8.  

Tabela 8: Densidades de bactérias (UFC/ml) pós testes de biodegradação para espuma de controle de 

incêndio (AFFF) e diesel S10, nas diferentes concentrações e respectivos controles, após 120 dias do início 

dos experimentos de respirometria. 

Contaminante Concentração 
Inóculo com cepa Sedimento sem 

inóculo B. subtilis B. licheniformis Consórcio 

Espuma 

AFFF 

[1,5%] 9,26E+02 1,10E+03 7,22E+02 9,30E+01 

[3%] 2,01E+05 9,50E+04 3,62E+05 1,68E+05 

[4,5%] 4,90E+05 4,80E+04 3,58E+05 2,60E+05 

[6%] 8,62E+02 7,50E+04 5,96E+02 2,10E+05 

Diesel S10 

[2,5%] 1,66E+05 2,10E+05 3,46E+05 2,65E+02 

[5%] 2,29E+05 1,02E+05 2,45E+05 7,98E+02 

[7,5%] 1,73E+05 1,49E+05 7,60E+04 6,68E+02 

  
Sedimento sem 

contaminante 
6,51E+05 5,90E+02 9,82E+02 1,20E+04 

 

De acordo com os dados da Tabela 8 é possível verificar que, ao final da realização 

dos testes de respirometria, foi constatada a presença de bactérias totais em todos os 

tratamentos, indicando a adaptação das mesmas à presença dos contaminantes aos quais 

foram expostas previamente.  

De fato, segundo alguns trabalhos, microrganismos que tiveram contato prévio com 

contaminantes, possuem capacidade e resistência metabólica suficiente para sobreviver e 

crescer na presença destes poluentes (KUMAR, 2011; GAUR et al., 2014).  

Para as espumas, foi observado que os ensaios com as concentrações de 1,5% e 6%, 

realizados com B. subtilis e com o consórcio, apresentaram densidades bacterianas 

inferiores, podendo ser um indício de toxidade para B. subtilis.  

Esses resultados são coerentes com as curvas dos testes de biodegradação obtidos, 

considerando que as AFFF e seu subprodutos apresentam elevada toxidade, principalmente 

em elevadas concentrações (SILVA et. al., 2019; CARVALHO et al., 2019; CARA et al., 

2021 e POZO et al., 2022). Deste modo, conforme o butil-carbitol da composição é 

degradado, só restam compostos como solventes, surfactantes fluorados e compostos 

aditivos, junto com produtos da biotransformação da espuma no meio, podendo resultar 

tóxicos para essa espécie. 

Os resultados obtidos para o diesel, apontam que os valores de densidade de bactérias 

totais foram maiores nos ensaios com contaminante do que no sedimento controle. As 

bactérias testadas apresentam maior adaptabilidade e maior facilidade em degradar 
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contaminantes de PAH (hidrocarbonetos poliaromáticos), comparativamente à degradação 

da AFFF. De acordo com Lima (2009), os microrganismos do gênero Bacillus sp. são os 

mais resistentes e mais adaptáveis a presença de petróleo.  

Segundo Penet et al. (2004), o diesel é formado em maior parte por componentes 

saturados. Microrganismos são capazes de degradar frações alifáticas e aromáticas de 

hidrocarbonetos simultaneamente, no entanto a composição de algumas misturas, podem 

interferir na degradação dos componentes (BENTO et al., 2005), como no caso das espumas. 
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3.4 Conclusão 

As cepas ambientais demostraram ser viáveis para utilização nos testes de 

biodegradação, mesmo após seu congelamento. Apresentando boa densidade no inóculo 

utilizado (109 UFC/ml).  

O teste colorimétrico com DCPIP é uma importante ferramenta para tomadas de 

decisões em pouco tempo e de baixo custo, avaliando a atividade dos microrganismos em 

relação a degradação de forma simples e sensível. Entretanto, podem apresentar limitações 

quando analisado isoladamente, levando a conclusões errôneas. Para contornar essa 

limitação sugere-se realizar uma avaliação da densidade bacteriana após realização dos testes 

colorimétricos, assim como foi realizado para a respirometria de Bartha. 

Para realização de testes de respirometria de Bartha é imprescindível a obtenção de 

sedimentos que apresentem características e parâmetros físico-químicos e microbiológicos 

adequados para a sua utilização dos testes em laboratório. 

No presente trabalho, a introdução das cepas B. subtilis, de B. licheniformis ou de um 

consórcio entre ambas, acelerou o processo de degradação das AFFF não sendo, entretanto 

suficiente para a biodegradação total deste composto.  

A partir dos ensaios de biodegradação com diesel S10, foi possível concluir que em 

todos os tratamentos com contaminante o desempenho das cepas e o consórcio foi muito 

bom, e melhor que o obtido para as AFFFs. 

As bactérias B. subtilis e B. licheniformis foram capazes de utilizar, como fonte de 

nutrientes, componentes presentes na espuma e/ou mesmo produtos da biotransformação, 

mesmo presente a toxicidade conhecida e estudada das AFFFs.  

Já em relação aos resultados do controle diesel + sedimento, indicaram que as bactérias 

do sedimento foram sensíveis a toxidade do diesel S10 ou não apresentaram adaptabilidade 

em consumir o diesel como nutriente.  

A exposição previa a contaminantes fornece adaptabilidade fisiológica e metabólica 

necessária para que as cepas sejam capazes de utilizar esses contaminantes como fonte de 

nutrientes e carbono, e se reproduzam.  

Uma conclusão importante em relação às bactérias utilizadas no presente trabalho foi 

que elas não apresentaram crescimento desmedido na presença dos contaminantes, fazendo 

com que seu uso seja seguro para o ambiente em caso de serem utilizadas para processos de 

biorremediação in situ. 
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CAPÍTULO 4 

 -------------------------------------------------------------------------------------------------------     

 

 

VERIFICAÇÃO DA BIODEGRADAÇÃO POR CROMATOGRAFIA GASOSA 

ACOPLADA À ESPECTROMETRIA DE MASSAS – CG/MS 

4.1 Introdução 

O uso de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG/MS) data do 

fim dos anos 1950. Essa técnica une a capacidade de separação da cromatografia com a 

capacidade de identificação de compostos da espectrometria de massas (BARTLE e 

MYERS, 2002; SPARKMAN et al., 2011). 

A cromatografia gasosa é um método físico-químico de separação, utilizado para 

separar componentes em amostras, cujos analitos orgânicos são voláteis ou se volatilizam 

até 350°C de temperatura sem se degradarem. 

O cromatógrafo a gás acoplado a um espectrômetro de massas (Figura 53) se baseia 

no princípio da retenção diferencial dos componentes do analito (segundo as suas 

propriedades físico-químicas) em uma coluna capilar (também chamada de fase 

estacionária) com ajuda do gás de arraste (fase móvel). Posteriormente os componentes são 

eluidos seletivamente para o analisador, podendo-se determinar o tempo de retenção (TR) 

em função da razão massa/carga (m/z) para cada componente.  

 

Figura 53: Esquema de um cromatógrafo a gás acoplado a um espectrômetro de massas 

(CG/MS). 

Para uma melhor resolução da CG/MS deve-se escolher o modo de extração dos 

analitos mais adequado. A técnica de extração headspace é sensível e amplamente aplicada 

para analisar compostos em baixas concentrações. Na técnica de extração headspace, o 

analito é mais volátil que a amostra total e, quando ele se volatiliza, pode ser identificado 

sem os interferentes de outros componentes da amostra (GOBATO e LANÇAS, 2001).  
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A extração por headspace apresenta várias vantagens por ser uma técnica pouco 

onerosa, que não requer instrumentação complexa nem solventes orgânicos. Sua 

sensibilidade para BTEX (benzeno, tolueno, etil-benzeno e xilenos) é melhor que a do 

método de injeção direta (GILBERT-LÓPEZ et al., 2010) e o procedimento de extração é 

simples: a amostra é colocada em um frasco selado e mantido sob aquecimento até que os 

compostos alcancem o equilíbrio com a fase gasosa (BOSSE et al., 2017). 

O uso de equipamentos como o espectrômetro de massas acopladas ao cromatógrafo a 

gás (CG/MS) possui ampla aplicação, pois permite identificação de diversos compostos, 

combinando as vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiência de separação) com 

as vantagens de identificação de compostos da espectrometria de massas (obtenção de 

informação estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade) (LURIE, et al., 

1998). 

Por sua sensibilidade e efetividade em separar componentes das misturas, a 

cromatografia gasosa (CG) é uma das técnicas mais importantes em química e é amplamente 

utilizada em análises quantitativas e qualitativas (SETTLE, 1997). Também é utilizada em 

diversas áreas de estudo, como a ambiental, a indústria química e petroquímica e pesquisa, 

entre outras (BARTLE e MYERS, 2002; SPARKMAN et al., 2011). Em petroquímica é 

comumente utilizada para a identificação das fontes do petróleo, e para obter um 

conhecimento mais detalhado sobre a sua composição. 

Wang e Fingas (1995, 1997) usaram a técnica de CG/MS para identificar e quantificar 

hidrocarbonetos presentes em amostras ambientais obtidas após um derramamento de 

petróleo. Os compostos analisados foram alcanos (cadeias de 8 a 40 átomos de carbono), 

BTEX e HPAs (hidrocarbonetos policíclicos aromáticos) entre outros. A concentração de 

BTEX é frequentemente utilizada como indicador de degradação do diesel, porém existem 

frações do diesel que não podem ser caracterizadas no CG/MS, sendo consideradas como 

misturas complexas não resolvidas “UCM - Unresolved Complex Mixture”. Denomina-se 

“TPH – Total Petroleum Hydrocarbons” à soma dos UCM e dos “TRH – Total Resolvable 

Hydrocarbons”. Os hidrocarbonetos totalmente resolvidos, TRH aparecem como picos nos 

cromatogramas e mudanças nos perfis cromatográficos permitem avaliar a degradação do 

diesel (Marchal et al., 2003). 

Essa técnica também resulta eficiente na avaliação da biodegradação, pois é capaz de 

quantificar resíduos oleosos por meio do ponto de ebulição, proporcionando informações 

sobre os tipos de moléculas presentes nos compostos (GRAS et al., 2018).  
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Deste modo o objetivo do capitulo é verificar por meio de Cromatografia Gasosa 

acoplada a Espectrometria de Massa (CG/MS) a biodegradação do diesel S10. 
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4.2 Materiais e Métodos  

4.2.1 Ensaios Cromatográficos  

Em adição aos testes de biodegradação realizados, foram realizados ensaios de 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS) com os sedimentos no 

início e no fim dos testes de respirometria de Bartha, para cada concentração de diesel S10 

com a finalidade de comprovar a ocorrência da degradação do diesel. 

 

4.2.2 Montagem dos ensaios 

Para verificar se houve biodegradação do contaminante diesel S10 nos testes de 

respirometria de Bartha (Capítulo 3) foram realizados ensaios de cromatografia gasosa 

acoplada a espectrometria de massa (CG/MS) com os sedimentos antes do início e após o 

fim dos testes de biodegradação de respirometria de Bartha, para cada concentração de diesel 

S10 (2,5%, 5% e 7,5%).  Pode apresentar limitações quando analisado isoladamente, levando 

a conclusões errôneas. Para contornar essa limitação sugere-se realizar uma avaliação da 

densidade bacteriana após realização dos testes colorimétricos, assim como foi realizado 

para a respirometria de Bartha. 

Foram realizadas CG-MS das amostras de sedimento contaminado com diesel no 

início dos testes de biodegradação de Bartha e após os 120 dias de iniciados os ensaios para 

cada tratamento (inóculo com B. subtilis, inóculo com B. licheniformis, inóculo com o 

consórcio e sem inóculo), totalizando 15 ensaios conforme Quadro 7. 

Quadro 7: Composição dos ensaios de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG/MS) 

para o diesel S10 nas concentrações 2,5%, 5% e 7,5% com sedimentos antes e após teste de biodegradação 

por respirometria de Bartha, com os diferentes inóculos. 

Diesel S10 + sedimento 

Concentração 

do diesel S10 
Prévio aos 

inóculos 

Após 120 dias de inóculo 

B. subtilis B. licheniformis Consórcio Sem inóculo 

[2,5%] x x x x x 

[5%] x x x x x 

[7,5%] x x x x x 

Para verificar a curva do diesel S10 utilizado em todo experimento, também foi 

realizada uma corrida do diesel S10 puro.  

4.2.2 Preparo de headspace 

As amostras (sedimentos + diesel) foram acondicionadas em frascos de vidro estéreis 

(do tipo penicilina) de 20ml fechados hermeticamente com tampa de silicone, faceados com 

fita teflon e lacre de alumínio, conforme pode ser visualizado na Figura 54. Esse 
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procedimento foi realizado para evitar ao máximo a perda dos compostos por volatilização. 

Todos os ensaios de cromatografia foram realizados em duplicata.  

 

 
Figura 54: Frascos de 20mL utilizados nos ensaios de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas (CG/MS), com amostras de sedimentos contaminadas. Fonte: Roberta Merguizo Chinellato. 

Os frascos com as amostras e os controles foram transferidos para banho-maria 

(Marconi, modelo MA 127) a 60ºC e mantidos por 15 minutos.  

Foram recolhidos 100µL de vapor (headspace) à meia altura entre a tampa do frasco 

e a superfície da amostra de sedimento contaminado, com uso de seringa gastight (Hamilton) 

(Figura 55 A) os quais foram injetados posteriormente no CG/MS (Figura 55 B), onde foram 

mantidos por 10 minutos para pré-concentração dos compostos presentes no headspace 

(Figura 55 C).  

 

 
Figura 55: A: Coleta da fase de vapor (headspace) da amostra de diesel S10 volatilizado; B: Injeção da 

amostra de gás recolhida com uma seringa gastight) no CG/MS; C: Pré-concentração dos compostos 

presentes no headspace por 10 minutos. Fonte: Roberta Merguizo Chinellato. 

4.2.3 Análises cromatográficas  

As concentrações do diesel S10 no sedimento antes e após a biodegradação, bem como 

a do diesel puro, foram determinadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massa no equipamento CG/MS Shimadzu QP2010 ULTRA (Figura 56). Todos os ensaios 

foram realizados no departamento de Microbiologia Aplicada da UNESP – Câmpus Rio 

Claro.  
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Figura 56: Equipamento CG/MS Shimadzu QP2010 ULTRA, com espectrômetro de massas com detector 

com fonte ionizada (EI -70 eV) e analisador de massas quadrupolo. Fonte: Roberta Merguizo Chinellato. 

As condições experimentais cromatográficas utilizadas foram as estabelecidas   no 

protocolo de Claro et al. (2018) e adaptadas com a finalidade de aumentar a eficiência de 

separação dos compostos na coluna cromatográfica e melhorar a resolução dos picos. Para 

tais fins foram utilizados uma coluna Rtx®-5MS (5%fenil, 95%dimetilpolissiloxano) da 

Restek (30m (comprimento) x 0,25mm (diâmetro) x 0,25µm (espessura de filme)) e um liner 

com diâmetro interno de 0,75mm, especial para injeção da amostra por headspace. As 

condições cromatográficas da análise dos compostos do óleo diesel encontram-se no Quadro 

8.  
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Quadro 8: Condições utilizadas na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa nos ensaios 

para verificar as concentrações dos compostos do óleo diesel S10 antes e após a biodegradação. Legenda: 

Programa de temperatura, tem se: Taxa de aquecimento (ºC/min); Temperatura (ºC) e tempo de 

permanência na temperatura (min). 

Parâmetros Condições GC/MS para óleo diesel S10 

Modo de injeção Split - razão 1:16 

Temperatura do injetor 250 0C 

Volume injetado 100µL 

Fase móvel Hélio 

Vazão da fase móvel 3 mL/min de He 

Programa de temperatura 34 0C (2 min)* 

 7 0C/min - 200 0C (1 min)* 

 8 0C/min - 230 0C (5 min)* 

Tempo de corrida 30 min 

Taxa de varredura 35,9 cm/sec 

Temperatura do detector 250 0C 

Para a detecção por espectrometria de massas utilizou-se um detector com fonte 

ionizada por elétrons (EI -70 eV) e um analisador de massas quadrupolo. O analisador foi 

operado no modo de varredura (SCAN) para identificação dos compostos e, no modo “Total 

Ion Current” (TIC), para quantificação dos mesmos. O detector foi mantido a 250 ºC de 

temperatura e a fonte de íons a 200 ºC. Para análise e interpretação dos resultados obtidos 

pelo equipamento foram utilizados o programa LabSolutions GCMSsolution, da Shimadzu e 

a biblioteca de espectrometria de massa disponível no software NIST11 Mass Spectral 

Library EPA/NIH fornecida com o GC/MS. 

A curva de calibração utilizada para as análises de cromatografia foi do protocolo de 

Claro et al. (2018). Foram preparadas curvas analíticas para cada composto de BTEX, 

conforme Figura 57. 
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Figura 57: Curva de Calibração em CG/MS para compostos BTE(o)X. Fonte: Claro et al. (2018). 

 

Os componentes analisados para verificar a degradação ou biodegradação do diesel, 

foram os BTEX, as substâncias benzeno, tolueno, etilbenzeno e o-xileno apresentam picos 

de respostas distintos e em diferentes tempos de retenção (Figura 58).  

 

Figura 58: Perfil cromatográfico do padrão de BTEX, os picos indicam respectivamente as substâncias 

benzeno, tolueno, etilbenzeno e o-xileno. Fonte: Claro et al. (2018). 
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4.3 Resultados e Discussão 

4.3.1 Diesel S10 puro e no sedimento ao início dos testes 

O perfil cromatográfico do diesel S10 puro (Figura 59), foi utilizado como referência 

para comparação com os perfis cromatográficos realizados após os testes de biodegradação, 

com a finalidade de verificar se houve degradação dos componentes presentes do diesel S10.  

 

 

Figura 59: Perfil cromatográfico do diesel S10 puro, extraído por headspace para análise em CG/MS. 

Legenda: 1: Benzeno; 2: Tolueno; 3: Etilbenzeno e 4: o-Xileno. Elaborado pelo autor. 

Ao comparar o perfil do diesel puro com os perfis do diesel nas concentrações 2,5%, 

5% e 7,5% (Figura 60), observa-se que os picos principais, as intensidades de resposta e os 

tempos de retenção são muito semelhantes tanto para o diesel puro, quanto para qualquer 

uma das concentrações, evidenciando que a presença de sedimentos não alterou a 

composição do diesel. 
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Figura 60: Comparação ente o perfil do diesel puro e as diferentes concentrações (2,5%, 5% e 7,5%) de 

diesel misturado no sedimento ao início do teste de biodegradação. 
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4.3.2 Diesel [2,5%] 

Para avaliar possível degradação do diesel [2,5%] presente nos sedimentos ao longo 

dos 120 dias do ensaio de respirometria, foram comparados os perfis cromatográficos ao 

início e após finalizado o teste. Os resultados encontram-se na Figura 61. 

 

 

Figura 61: Perfis cromatográficos do diesel S10 [2,5%] ao início dos testes de respirometria e degradado 

(após 120 dias de teste em presença do sedimento), extraído por headspace para análise em CG/MS. 

Os perfis cromatográficos foram avaliados visualmente buscando picos que tenham 

surgido, diminuído ou aumentado em comparação do perfil cromatográfico antes dos testes 

de biodegradação.  

Foi possível observar que o perfil cromatográfico do diesel S10 sem inóculo 

apresentou uma mudança após os 120 dias do início do teste de biodegradação, porém picos 

de intensidade relativa são facilmente identificáveis e, em linhas gerais, a sua distribuição 

no perfil se manteve, embora defasada no tempo (aumento dos tempos de retenção). 

Comparando o perfil da amostra sem inóculo com os perfis das amostras inoculadas 

com B. subtilis, B. licheniformis ou com o consórcio (Figura 62), foi possível observar 

nitidamente uma mudança nos perfis que foram inoculados com bactérias, com o 

desaparecimento dos picos de intensidade relativa. 
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Figura 62: Perfil cromatográfico do diesel S10 [2,5%] sem inóculo, e com inóculos de Bacillus subtilis, 

Bacillus licheniformis e consórcio (Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis), extraído por headspace para 

análise em CG/MS. Legenda: UCM: – mistura complexa não resolvida.  

Essas mudanças nos perfis demostraram a degradação do diesel por ação das bactérias 

inoculadas no sedimento utilizado para os testes de biodegradação. Como exposto no 

item 3.3.2, o sedimento apresentou uma textura arenosa-fina, o que facilitou a ação dos 

microrganismos, conforme descrito por Seabra (1997). 

Ao comparar os 3 perfis dos sedimentos contaminados com diesel S10 [2,5%] 

inoculados com as cepas, observa-se que os perfis de B. subtilis e do consórcio são bastante 
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semelhantes. Já o perfil do inóculo com B. licheniformis é diferente e apresenta uma mistura 

complexa não resolvida (UCM), que corresponde a uma fração mais pesada do óleo 

constituída por hidrocarbonetos ramificados e cíclicos, que nem sempre são resolvidos em 

coluna capilar (FARRINGTON e QUINN, 2015). 

4.3.3 Diesel [5%] 

Para avaliar possível degradação do diesel [5%] presente nos sedimentos ao longo dos 

120 dias do ensaio de respirometria, foram comparados os perfis cromatográficos ao início 

e após finalizado o teste. Os resultados encontram-se na Figura 63. 

 

 
Figura 63: Perfis cromatográficos do diesel S10 [5%] ao início dos testes de respirometria e degradado 

(após 120 dias de teste em presença do sedimento), extraído por headspace para análise em CG/MS.  

Conforme Figura 64, o perfil da amostra inoculada com B. subtilis apresentou tempos 

de retenção semelhantes aos encontrados no perfil sem inóculo, porém, as intensidades 

relativas destes foram notoriamente menores. Também apresentou um novo pico muito 

intenso no TR 27 min. O perfil com B. licheniformis apresentou picos semelhantes em 

posição e intensidade ao perfil sem inóculo, porém no meio deles é possível identificar uma 

UCM, análogo ao acontecido para [2,5%]. Já para o consórcio, embora os picos tenham sido 

mantidos, os tempos de retenção diminuíram, resultando em um perfil semelhante ao do 

diesel no início dos ensaios. 
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Figura 64: Perfil cromatográfico do diesel S10 [5%] sem inóculo, e com inóculos de Bacillus subtilis, 

Bacillus licheniformis e consórcio (Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis), extraído por headspace para 

análise em CG/MS. Legenda: UCM: – mistura complexa não resolvida.   

No presente estudo, as mudanças nos perfis evidenciaram a ação das cepas em todos 

os tratamentos, entretanto, a presença de picos poderia indicar que as mesmas atingiram o 

máximo potencial de biodegradação, entrando em uma fase estacionária de crescimento 

(Figura 47) havendo ainda diesel sem degradar presente na amostra, diferente do observado 

para diesel [2,5%]. 
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4.3.4 Diesel [7,5%] 

Para avaliar a possível degradação do diesel [7,5%] presente nos sedimentos ao longo 

dos 120 dias do ensaio de respirometria, foram comparados os perfis cromatográficos ao 

início e após finalizado o teste. Os resultados encontram-se na Figura 65. 

 

 
Figura 65: Perfil cromatográfico do diesel S10 [7,5%] início e degradado, extraído por headspace para 

análise em CG/MS.  

O perfil cromatográfico do diesel S10 sem inóculo apresentou uma mudança após os 

120 dias do início do teste de biodegradação, apresentando o mesmo comportamento que as 

demais concentrações. 

Quando comparado o perfil da amostra sem inóculo com os perfis das amostras 

inoculadas com B. subtilis, B. licheniformis ou o consórcio (Figura 66), foi possível observar 

mudanças sutis nos perfis que foram inoculados com as cepas ou com o consócio. Os picos 

permanecem com intensidades semelhantes ao da amostra sem inóculo. 

O perfil da amostra inoculada com B. subtilis apresentou tempos de retenção 

semelhantes aos encontrados no perfil sem inóculo, porém, as intensidades relativas destes 

foram diferentes. Foi possível observar uma região com UCM, indicando que existe alguma 

ação de degradação das bactérias. 
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O perfil com B. licheniformis apresentou picos semelhantes em posição e intensidade 

ao perfil de B. subtilis, sendo possível identificar uma UCM. Já para o consórcio, embora os 

picos tenham sido mantidos, os tempos de retenção diminuíram, resultando em um perfil 

semelhante ao perfil do diesel no início dos ensaios. 

As mudanças nos perfis evidenciam ação das cepas em todos os tratamentos, mas a 

presença de picos de intensidades muito semelhantes aos do perfil da amostra inicial, 

reforçaria a hipótese de que as cepas atingiram o máximo potencial de biodegradação, 

entrando em uma fase estacionária de crescimento (Figura 47) havendo, ainda, nas amostras, 

quantidades de diesel a serem degradadas. 

 
Figura 66: Perfil cromatográfico do diesel S10 [7,5%] com inóculo de Bacillus subtilis (A), Bacillus 

licheniformis (B) e consórcio (Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis) (C), extraído por headspace para 

análise em CG/MS. Legenda: UCM: – mistura complexa não resolvida.  
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Os perfis cromatográficos possibilitaram inferir o comportamento de degradação do 

diesel, em relação ao controle, principalmente na concentração de [2,5%], com a diminuição 

significativa dos picos cromatográficos e elevação na linha-base dos cromatogramas, 

caracterizando a biodegradação ocorrida.  

O deslocamento dos picos cromatográficos indicou a biotransformação das substâncias 

em subprodutos (ésteres das moléculas), o registro dos íons separados de acordo com sua 

relação massa/carga (m/z) (LANÇAS, 2004).   

A perda de alcanos lineares e o aumento na complexidade da fração de hidrocarbonetos 

alifáticos, leva ao aparecimento de UCM, no perfil cromatográfico das amostras 

(FARRINGTON e QUINN, 2015). 

Segundo Frysinger et al. (2003) e Booth et al. (2007) a presença de UCM na amostra 

indica frações mais biodegradadas ou intemperizadas de hidrocarbonetos presentes na 

amostra, dos quais não foi possível caracterizar por cromatografia gasosa. Deste modo o 

perfil cromatográfico de concentração [7,5%] apresenta ação das cepas no processo de 

degradação do diesel, no entanto não tão eficaz quanto para a concentração de [2,5%].  

A taxa de degradação é comumente depende da concentração do contaminante e da 

quantidade de microrganismos hábeis em metabolizar o contaminante. Desta forma qualquer 

fator que afetar a concentração do contaminante, o número de microrganismos presentes, 

pode aumentar ou diminuir a velocidade da biodegradação do contaminante (ANDRADE et 

al. 2010). 

A presença de UCM evidencia a degradação de hidrocarbonetos, sendo um importante 

parâmetro na identificação de contaminação (CARREIRA et al., 2009), alguns estudos 

mostram preocupação com o potencial de bioacumular e de toxidade em relação a UCM 

(PETERSEN et al., 2017).  

Nos perfis cromatográficos de B. licheniformis foi possível notar em todas as 

concentrações, um comportamento diferente demonstrado que nas curvas de respirometricas 

(Figura 47), que indicam uma capacidade em biodegradar superior à de B. subtilis. Nos perfis 

cromatográficos é possível observar maior presença de picos, este comportamento de B. 

licheniformis, segundo Mnif et al. (2011), está relacionado com o fato de a cepa não 

apresentar a capacidade de utilizar tolueno como fonte de carbono, podendo ser tóxico a 

cepa.  

A dificuldade de B. licheniformis em utilizar o tolueno como fonte de carbono também 

afetou os perfis cromatográficos do consórcio, principalmente nas concentrações 5% e 7,5%. 



121 
 

O diesel apresenta diversas fontes de hidrocarbonetos, que podem ser utilizadas por B. 

licheniformis, como fonte de carbono, corroborando os dados de C biodegradados da 

respirometria (Figura 47). 

Uma biodegradação efetiva depende da ação simultânea de microrganismos 

metabolicamente versáteis e de condições ambientais favoráveis ao processo 

(VENKATESWARAN e HARAYAMA, 1995). B. subtilis e B. licheniformis utilizaram óleo 

cru (2%) como fonte de carbono em trabalho realizado por Haghighat et al. (2008).  
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4.4 Conclusão  

Os perfis cromatográficos de B. subtilis demonstraram uma melhor eficiência na 

biodegradação do diesel, em todas as concentrações.  

O uso da espécie de B. licheniformis pode ser limitante para a biorremediação das 

substâncias do diesel, devido à sua dificuldade em metabolizar tolueno como fonte de C, 

mesmo apresentando eficiência na respirometria (produção de C biodegradados).   

Na concentração de 2,5%, o pico cromatográfico referente ao benzeno foi totalmente 

degradado, para ambas as cepas.  

Os resultados permitiram concluir que, para uma maior eficiência no processo de 

biodegradação, há a necessidade do aporte de inóculos bacterianos durante o processo de 

biorremediação ou bioestimulação, para permitir uma degradação maior ou completa do 

contaminante.  
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CONCLUSÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

Devido à complexidade das substâncias presentes na AFFF e da ausência de 

informações por parte das indústrias quanto a composição química do material, não foi 

possível realizar as análises químicas. Foram realizadas algumas tentativas de cromatografia 

gasosa acoplada a um espectrômetro de massas, tem em cromatografia líquida, mas ambas 

sem sucesso. A realização das análises químicas poderia ter elucidado informações quanto 

ao comportamento das cepas em relação a biodegradação de substâncias perfluoradas.  

Dos trabalhos já realizados quanto a biorremediação da AFFF, sabe que há o 

consumo do butil-carbitol, desta forma estabilizado a biodegradação, sendo necessário 

aprofundar o conhecimento sobre o uso de microrganismos aeróbicos, biosurfactantes, 

biodegradação de sistema conjunto aeróbico e anaeróbico ou mesmo enriquecimento com 

nutrientes para viabilizar a biorremediação in situ. 

O uso de consórcio de microrganismos é mais adequado para biorremediação, desta 

forma, as diferentes espécies são capazes de contornar a complexidade em degradar as 

diferentes frações de hidrocarbonetos, assim como em degradar subprodutos da degradação 

dos contaminantes. 

O uso das espécies de B. subtilis e B. licheniformis em consórcio é bastante 

promissor, podendo também ser utilizado em conjunto com outras espécies, afim de 

contornar a complexidade dos processos de biorremediação. Entretanto, para o uso de novas 

espécies nos processos de biorremediação são necessários estudos complementares para 

determinar a capacidade de biodegradação, a melhor concentração de inóculos, inserções de 

inóculos durante o processo ou mesmo bioestimulação. 

A realização de testes de toxicidade é de suma importância, para se conhecer o grau 

de toxicidade de substâncias químicas.  No processo de biodegradação, os testes de 

toxicidade são ferramentas importantes, para verificar se os compostos degradados tiveram 

sua toxicidade inalterada, reduzida ou mesmo aumentada. Contudo não foi possível a 

realização, devido à pandemia da Covid-19.  

Devido à Pandemia, as universidades ficaram fechadas por todo o ano de 2020, as 

atividades permaneceram por um longo tempo com restrições à quantidade de pessoas nos 

laboratórios, retomando a normalidade somente em 2022.  

O acompanhamento com análises químicas é uma ferramenta fundamental, para 

determinar a presença de contaminantes e eficácia do processo de biorremediação.  

O presente trabalho foi realizado para preencher a lacuna quanto a biorremediação 

do diesel S10 e das AFFFs, em sedimento de ambientes costeiros. O impacto desses 
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contaminantes nos ecossistemas vão de mortalidade de organismos vivos, bioacumulação, 

acumulação nas praias, costões, manguezais, além de danos socioeconômicos. Preencher as 

lacunas quanto ao processo de biorremediação e sobre o comportamento dos contaminantes, 

fornece ferramentas, para ações rápidas, de forma a minimizar os danos ao meio ambiente.   
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Quadro: coordenadas e descrição dos pontos de coleta de sedimentos no Estuário de Santos. 

PONTOS 
 COORDENADAS 

DESCRIÇÃO 
 LATITUDE LONGITUDE 

P3  23°55'0,54"S 46°22'43,90"O Próximo à banco de Sedimentos 

P4  23°55'17,21"S 46°21'29,49"O Ultracargo, local da dispersão inicial 

P5  23°55'24,50"S 46°20'12,44"O Ilha Barnabé 

P6  23°56'1,75"S 46°18'41,55"O Entre Vicente de Carvalho e Entrada ao Canal de Bertioga 

P7  23°57'25,81"S 46°18'5,24"O Torre Grande 

 



147 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



148 
 

A concentração C biodegradado de espuma de controle de incêndio – AFFF, foi 

mensurado em micromol (µmol) ao longo dos 120 dias de teste de biodegradação – 

respirometria de Bartha (OECD 307, 2002). 

 

Tabela: Concentração de C biodegradado (µmol) ao longo dos 120 dias do teste de biodegradação - 

respirometria de Bartha com espuma a 1,5%. 

Total de Carbono Biodegradação (uMol) Espuma [1,5%] 

Dias Sed. Puro Sed + Espuma B. sub B. lich Consórcio   

0 0 0 0 0 0 

1 5,19E+01 7,87E+01 6,52E+02 -5,11E+00 1,12E+03 

2 5,84E+01 1,11E+02 2,20E+03 -3,38E+01 2,64E+03 

3 6,43E+01 1,13E+02 3,59E+03 -3,51E+01 3,52E+03 

4 7,47E+01 1,35E+02 3,96E+03 -5,36E+01 3,91E+03 

5 1,16E+02 2,08E+02 4,40E+03 -4,34E+01 4,34E+03 

7 1,54E+02 2,81E+02 4,87E+03 -2,36E+01 4,74E+03 

10 2,55E+02 4,32E+02 5,45E+03 -9,57E+00 5,61E+03 

14 4,38E+02 6,29E+02 5,74E+03 1,24E+02 5,93E+03 

21 5,57E+02 7,81E+02 5,91E+03 3,45E+02 6,15E+03 

31 7,34E+02 9,39E+02 6,05E+03 7,04E+02 6,40E+03 

45 9,96E+02 1,09E+03 6,23E+03 1,75E+03 6,68E+03 

52 1,16E+03 1,25E+03 6,29E+03 2,38E+03 6,78E+03 

72 1,50E+03 1,63E+03 6,41E+03 3,48E+03 6,86E+03 

92 1,97E+03 1,86E+03 6,61E+03 4,62E+03 7,05E+03 

120 2,22E+03 2,12E+03 6,67E+03 5,72E+03 7,70E+03 
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Tabela: Concentração de C biodegradado (µmol) ao longo dos 120 dias do teste de biodegradação - 

respirometria de Bartha com espuma a 3%. 

Total de Carbono Biodegradação (uMol) Espuma [3%] 

Dias Sed. Puro Sed + Espuma B. sub B. lich Consórcio   

0 0 0 0 0 0 

1 5,19E+01 6,72E+01 1,37E+03 3,19E+02 4,30E+02 

2 5,84E+01 7,56E+01 2,37E+03 1,78E+03 1,95E+03 

3 6,43E+01 7,71E+01 3,11E+03 3,24E+03 3,41E+03 

4 7,47E+01 2,02E+02 3,41E+03 4,10E+03 3,94E+03 

5 1,16E+02 2,61E+02 3,95E+03 4,86E+03 4,58E+03 

7 1,54E+02 2,91E+02 4,40E+03 5,48E+03 5,26E+03 

10 2,55E+02 3,41E+02 4,85E+03 6,24E+03 6,17E+03 

14 4,38E+02 4,58E+02 5,13E+03 6,79E+03 6,69E+03 

21 5,57E+02 5,24E+02 5,48E+03 7,38E+03 7,42E+03 

31 7,34E+02 6,47E+02 5,65E+03 7,78E+03 7,80E+03 

45 9,96E+02 8,53E+02 5,75E+03 8,07E+03 8,05E+03 

52 1,16E+03 1,53E+03 5,27E+03 7,61E+03 7,57E+03 

72 1,50E+03 3,00E+03 4,43E+03 6,65E+03 6,69E+03 

92 1,97E+03 3,70E+03 4,18E+03 6,41E+03 6,48E+03 

120 2,22E+03 4,24E+03 4,15E+03 6,21E+03 7,18E+03 

 
Tabela: Concentração de C biodegradado (µmol) ao longo dos 120 dias do teste de biodegradação - 

respirometria de Bartha com espuma a 4,5%. 

Total de Carbono Biodegradação (uMol) Espuma [4,5%] 

Dias Sed. Puro Sed + Espuma B. sub B. lich Consórcio   

0 0 0 0 0 0 

1 5,19E+01 5,00E+01 2,06E+02 2,53E+02 1,59E+02 

2 5,84E+01 7,56E+01 2,15E+03 1,69E+03 1,62E+03 

3 6,43E+01 1,54E+02 3,59E+03 2,89E+03 2,83E+03 

4 7,47E+01 3,01E+02 4,47E+03 3,83E+03 3,69E+03 

5 1,16E+02 5,18E+02 5,13E+03 4,79E+03 4,73E+03 

7 1,54E+02 7,08E+02 5,62E+03 5,40E+03 5,59E+03 

10 2,55E+02 9,64E+02 6,27E+03 5,90E+03 6,33E+03 

14 4,38E+02 1,34E+03 6,70E+03 6,19E+03 6,57E+03 

21 5,57E+02 1,97E+03 6,75E+03 6,72E+03 6,71E+03 

31 7,34E+02 3,35E+03 5,88E+03 6,02E+03 6,40E+03 

45 9,96E+02 4,11E+03 5,61E+03 6,04E+03 6,52E+03 

52 1,16E+03 4,47E+03 5,50E+03 6,09E+03 6,73E+03 

72 1,50E+03 5,40E+03 5,11E+03 5,97E+03 6,43E+03 

92 1,97E+03 6,22E+03 4,78E+03 5,41E+03 6,19E+03 

120 2,22E+03 6,87E+03 5,02E+03 5,10E+03 6,95E+03 
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Tabela: Concentração de C biodegradado (µmol) ao longo dos 120 dias do teste de biodegradação - 

respirometria de Bartha com espuma a 6%. 

Total de Carbono Biodegradação (uMol) Espuma [6%] 

Dias Sed. Puro Sed +Espuma B. sub B. lich Consórcio   

0 0 0 0 0 0 

1 5,19E+01 3,08E+01 2,48E+02 8,23E+01 6,06E+01 

2 5,84E+01 3,48E+01 3,97E+02 1,03E+03 8,05E+02 

3 6,43E+01 4,77E+01 6,90E+02 2,54E+03 2,07E+03 

4 7,47E+01 7,60E+01 9,20E+02 3,61E+03 2,68E+03 

5 1,16E+02 2,33E+02 1,01E+03 4,99E+03 3,10E+03 

7 1,54E+02 4,23E+02 9,95E+02 6,22E+03 3,43E+03 

10 2,55E+02 6,62E+02 9,81E+02 7,16E+03 4,70E+03 

14 4,38E+02 9,11E+02 1,26E+03 7,65E+03 5,05E+03 

21 5,57E+02 1,22E+03 1,73E+03 8,05E+03 5,93E+03 

31 7,34E+02 1,71E+03 1,56E+03 8,24E+03 6,43E+03 

45 9,96E+02 2,40E+03 1,65E+03 8,22E+03 7,07E+03 

52 1,16E+03 2,98E+03 2,48E+03 8,41E+03 7,32E+03 

72 1,50E+03 4,38E+03 2,55E+03 7,71E+03 6,94E+03 

92 1,97E+03 5,73E+03 2,38E+03 6,96E+03 6,33E+03 

120 2,22E+03 6,73E+03 2,09E+03 6,41E+03 6,39E+03 
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A concentração C biodegradado de diesel S10, foi mensurado em micromol (µmol) ao longo 

dos 120 dias de teste de biodegradação – respirometria de Bartha (OECD 307, 2002). 

Tabela: Concentração de C biodegradado (µmol) ao longo dos 120 dias do teste de biodegradação - 

respirometria de Bartha com diesel S10 a 2,5%. 

Total de Carbono Biodegradação (uMol) Diesel S10 [2,5%] 

Dias Sed. Puro Sed + Diesel S10 B. sub B. lich Consórcio   

0 0 0 0 0 0 

1 5,19E+01 8,76E+01 8,14E+02 1,52E+03 1,53E+03 

2 5,84E+01 1,01E+02 2,20E+03 3,07E+03 3,09E+03 

3 6,43E+01 1,13E+02 3,23E+03 4,64E+03 4,66E+03 

4 7,47E+01 1,55E+02 3,98E+03 6,16E+03 6,19E+03 

5 1,16E+02 1,96E+02 4,79E+03 7,64E+03 7,74E+03 

7 1,54E+02 2,78E+02 5,58E+03 9,03E+03 9,14E+03 

10 2,55E+02 4,59E+02 6,44E+03 1,03E+04 1,05E+04 

14 4,38E+02 7,83E+02 7,19E+03 1,16E+04 1,17E+04 

21 5,57E+02 1,24E+03 8,17E+03 1,27E+04 1,29E+04 

31 7,34E+02 1,94E+03 9,00E+03 1,35E+04 1,38E+04 

45 9,96E+02 2,89E+03 9,47E+03 1,42E+04 1,44E+04 

52 1,16E+03 3,45E+03 9,63E+03 1,48E+04 1,52E+04 

72 1,50E+03 4,68E+03 9,59E+03 1,50E+04 1,55E+04 

92 1,97E+03 5,89E+03 9,36E+03 1,50E+04 1,55E+04 

120 2,22E+03 7,35E+03 8,92E+03 1,50E+04 1,44E+04 

 
Tabela: Concentração de C biodegradado (µmol) ao longo dos 120 dias do teste de biodegradação - 

respirometria de Bartha com diesel S10 a 5%. 

Total de Carbono Biodegradação (uMol) Diesel S10 [5%] 

Dias Sed. Puro Sed +Diesel S10 B. sub B. lich Consórcio   

0 0 0 0 0 0 

1 5,19E+01 1,31E+02 8,49E+02 1,46E+03 1,31E+03 

2 5,84E+01 1,43E+02 2,18E+03 3,00E+03 2,84E+03 

3 6,43E+01 1,84E+02 3,60E+03 4,53E+03 4,34E+03 

4 7,47E+01 2,18E+02 4,76E+03 6,12E+03 5,79E+03 

5 1,16E+02 2,98E+02 6,16E+03 7,69E+03 7,27E+03 

7 1,54E+02 4,13E+02 7,52E+03 9,12E+03 8,63E+03 

10 2,55E+02 5,63E+02 8,83E+03 1,05E+04 1,00E+04 

14 4,38E+02 8,89E+02 1,00E+04 1,18E+04 1,13E+04 

21 5,57E+02 1,46E+03 1,10E+04 1,28E+04 1,23E+04 

31 7,34E+02 2,30E+03 1,17E+04 1,36E+04 1,30E+04 

45 9,96E+02 3,36E+03 1,22E+04 1,41E+04 1,35E+04 

52 1,16E+03 4,02E+03 1,28E+04 1,50E+04 1,43E+04 

72 1,50E+03 5,45E+03 1,28E+04 1,51E+04 1,44E+04 

92 1,97E+03 6,88E+03 1,28E+04 1,51E+04 1,45E+04 

120 2,22E+03 8,39E+03 1,27E+04 1,51E+04 1,45E+04 
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 Tabela: Concentração de C biodegradado (µmol) ao longo dos 120 dias do teste de biodegradação - 

respirometria de Bartha com diesel S10 a 7,5%. 

Total de Carbono Biodegradação (uMol) Diesel S10 [7,5%] 

Dias Sed. Puro Sed +Diesel S10 B. sub B. lich Consórcio   

0 0 0 0 0 0 

1 5,19E+01 1,14E+02 8,06E+02 8,51E+02 8,72E+02 

2 5,84E+01 1,35E+02 2,22E+03 2,29E+03 2,34E+03 

3 6,43E+01 1,61E+02 3,47E+03 3,78E+03 3,73E+03 

4 7,47E+01 2,06E+02 4,45E+03 4,95E+03 4,71E+03 

5 1,16E+02 2,99E+02 5,39E+03 6,16E+03 5,74E+03 

7 1,54E+02 3,90E+02 6,46E+03 7,32E+03 6,87E+03 

10 2,55E+02 5,64E+02 7,77E+03 8,63E+03 8,18E+03 

14 4,38E+02 8,38E+02 9,08E+03 9,90E+03 9,46E+03 

21 5,57E+02 1,28E+03 1,02E+04 1,10E+04 1,06E+04 

31 7,34E+02 2,01E+03 1,11E+04 1,18E+04 1,14E+04 

45 9,96E+02 3,04E+03 1,16E+04 1,23E+04 1,19E+04 

52 1,16E+03 3,88E+03 1,22E+04 1,29E+04 1,25E+04 

72 1,50E+03 5,41E+03 1,22E+04 1,29E+04 1,25E+04 

92 1,97E+03 6,88E+03 1,22E+04 1,29E+04 1,25E+04 

120 2,22E+03 8,42E+03 1,21E+04 1,29E+04 1,25E+04 

 

 

 


