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RESUMO 

 

Derramamentos de petróleo representam sérias ameaças ao meio ambiente devido à 

liberação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), específicamente o fenantreno 

caracterizado por ser tóxico, bioacumulativo e de difícil degradação, classificando-o como 

composto recalcitrante. Este estudo teve como objetivo isolar uma cepa bacteriana do lodo de uma 

estação de tratamento de efluentes industriais, visando a remoção do fenantreno viabilizando a 

biorremediação desse composto no meio ambiente impactado. A cepa bacteriana foi isolada a 

partir do lodo da Lagoa 1 através de uma série de estriamentos e repiques em placas de Petri 

contendo meio marinho de ZoBell e Johnson. Após a obtenção de uma cultura pura, foi realizado 

um enriquecimento aeróbio em 14 frascos de 100 mL, utilizando algodão hidrofóbico para 

permitir a troca atmosférica, e meio líquido de ZoBell e Johnson modificado com adição de 

fenantreno como uma das fontes de carbono. Posteriormente, três erlenmeyers de 1L foram 

utilizados como reatores biológicos aeróbios, também tampados com algodão hidrofóbico, 

contendo o meio marinho modificado sem extrato de levedura, peptona e ágar, mas com 

fenantreno e a biomassa bacteriana isolada. A degradação do composto foi monitorada ao longo 

de intervalos regulares de tempo: 0, 3, 7, 14, 20, 25 e 30 dias. Para avaliar a eficiência de 

degradação, foi utilizada uma técnica adaptada de extração líquido-líquido para extrair o 

fenantreno dos reatores biológicos, e os níveis de remoção foram quantificados por cromatografia 

líquida de alta eficiência ao longo do experimento. O crescimento microbiano foi monitorado por 

espectrofotometria a 660 nm ao decorrer dos 30 dias. Os resultados demonstraram uma remoção 

de 26,7% do fenantreno, indicando que a bactéria foi capaz de crescer na presença deste composto 

recalcitrante, utilizando uma via metabólica aeróbia e produzindo CO₂ e água como produtos 

finais. Análises adicionais de coloração de Gram revelaram que a cepa isolada é gram-positiva, 

apresentando forma de bacilos. O sequenciamento da região 16S rRNA (V3 e V4) identificou a 

bactéria como Bacillus cereus, uma espécie frequentemente associada à degradação de 

fenantreno e outros hidrocarbonetos aromáticos na literatura científica. Esses resultados 

destacam a promissora aplicação da biorremediação de hidrocarbonetos utilizando micro-

organismos provenientes de estações de tratamento de efluentes industriais, oferecendo uma 

solução ecoeficiente e sustentável para mitigar os impactos ambientais de vazamentos de petróleo 

e seus derivados, como o fenantreno, e para a recuperação de áreas contaminadas. 

Palavras-chave: derramamentos de petróleo; hidrocarbonetos policíclicos aromáticos; impactos 

ambientais; biorremediação; isolamento bacteriano; estação de tratamento de efluentes industrial. 



ABSTRACT 

 

 

Oil spills pose serious threats to the environment due to the release of polycyclic aromatic 

hydrocarbons (PAHs), specifically phenanthrene, which is toxic, bioaccumulative and difficult 

to degrade, classifying it as a recalcitrant compound. The aim of this study was to isolate a 

bacterial strain from the sludge of an industrial effluent treatment plant, with the aim of removing 

phenanthrene and enabling the bioremediation of this compound in the impacted environment. 

The bacterial strain was isolated from the sludge of Lagoon 1 through a series of streaks and 

repiques in Petri dishes containing ZoBell and Johnson marine medium. After obtaining a pure 

culture, aerobic enrichment was carried out in 14 100 mL flasks, using hydrophobic cotton to 

allow atmospheric exchange, and modified ZoBell and Johnson liquid medium with the addition 

of phenanthrene as one of the carbon sources. Subsequently, three 1L erlenmeyer flasks were 

used as aerobic biological reactors, also capped with hydrophobic cotton, containing the modified 

marine medium without yeast extract, peptone and agar, but with phenanthrene and the isolated 

bacterial biomass. The degradation of the compound was monitored over regular time intervals: 

0, 3, 7, 14, 20, 25 and 30 days. To assess degradation efficiency, an adapted liquid-liquid 

extraction technique was used to extract phenanthrene from the biological reactors, and removal 

levels were quantified by high-performance liquid chromatography throughout the experiment. 

Microbial growth was monitored by spectrophotometry at 660 nm over the course of 30 days. 

The results showed a 26.7% removal of phenanthrene, indicating that the bacteria were able to 

grow in the presence of this recalcitrant compound, using an aerobic metabolic pathway and 

producing CO₂ and water as end products. Additional Gram stain analyses revealed that the 

isolated strain is gram-positive, with a bacillus shape. Sequencing of the 16S rRNA region (V3 

and V4) identified the bacterium as Bacillus cereus, a species frequently associated with the 

degradation of phenanthrene and other aromatic hydrocarbons in scientific literature. These 

results highlight the promising application of hydrocarbon bioremediation using microorganisms 

from industrial wastewater treatment plants, offering an eco-efficient and sustainable solution to 

mitigate the environmental impacts of oil spills and their derivatives, such as phenanthrene, and 

to recover contaminated areas. 

 

Keywords: oil spills; polycyclic aromatic hydrocarbons; environmental impacts; 

bioremediation; bacterial isolation; industrial effluent treatment plant. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A contaminação ambiental por hidrocarbonetos de petróleo, que ocorre principalmente 

por conta de acidentes durante a extração e grandes derramamentos durante seu transporte, 

representa uma ameaça significativa tanto para os seres humanos quanto para outros organismos 

bióticos, principalmente pela alta dispersão no ambiente e persistência (BOTELLO et al., 2015).   

Conforme observado por Duran e Cravo-Laureau (2016), diversos dos mais graves incidentes 

de derramamento de óleo resultaram principalmente na introdução significativa de grandes 

quantidades de Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs) nos ecossistemas marinhos. 

A Guerra do Golfo no Kuwait, o desastre do Erika na França, o acidente do Prestige na Espanha, 

o derramamento do Exxon Valdez no Alasca e, mais recentemente, o desastre do Deepwater 

Horizon no Golfo do México, o derramamento na costa do Nordeste, configuram entre os 

exemplos mais marcantes de derramamentos em ambientes marinhos, lançando milhares de 

metros cúbicos de petróleo nos oceanos. Embora esses incidentes representem menos de 10% da 

contaminação total por HPAs nos ecossistemas marinhos, a penetração de óleo pode contribuir 

para até 47% da poluição por hidrocarbonetos nesses ambientes (DURAN; CRAVO- 

LAUREAU., 2016). 

Devido às características nocivas dos hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, na década 

de 1970, a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) identificou 16 HPAs 

como poluentes prioritários. Essa classificação se deve aos efeitos adversos desses compostos no 

meio ambiente e na saúde humana. Entre esses 16 HPAs, o fenantreno se destaca como um 

poluente tóxico, recalcitrante, persistente e bioacumulativo. Sua presença no meio ambiente afeta 

negativamente a estrutura e a função dos ecossistemas, causando anomalias em animais marinhos 

e problemas de saúde. Além disso, sua persistência e hidrofobicidade contribuem para impactos 

ambientais significativos e econômicos também (ANDERSSON; ACHTEN, 2015; KEITH., 

2014). 

Tais características e impactos negativos tornam essenciais estratégias de remediação, 

tratamento e recuperação dos ecossistemas atingidos por estes compostos altamente tóxicos. A 

biorremediação, por sua vez, envolve a utilização de micro-organismos, como bactérias, fungos 

e algas, para degradar os hidrocarbonetos presentes no petróleo, transformando-os em produtos 

menos tóxicos e mais facilmente biodegradáveis (WANG et al., 2019). Eles utilizam esses 

hidrocarbonetos como fonte de carbono e os metabolizam em produtos finais como CO2 e água 

(KUMARI et al., 2018). 
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A busca por fontes de bactérias com potencial para degradar compostos de petróleo tem 

se expandido para além das fontes tradicionais, como efluentes de refinarias e indústrias 

petroquímicas. Estudos recentes apontam para a diversificação dessas fontes, incluindo 

ambientes naturais e diversos locais industriais. As Estações de Tratamento de Efluentes (ETEs) 

representam uma inovação promissora no âmbito de ser um local com potencial de ser fonte de 

bactérias degradadoras de compostos de petróleo. Ao contrário da tradicional abordagem que se 

baseia no isolamento ou consórcios de bactérias encontradas no ambiente marinho ou terrestre, a 

utilização das ETEs explora uma gama mais ampla de fontes, incluindo efluentes de várias 

indústrias que, em seus processos internos, geram efluentes ricos em hidrocarbonetos e outros 

derivados do petróleo, expondo as bactérias da lagoa a estes compostos. Segundo Wang et al. 

(2019), este enfoque diversificado pode ampliar significativamente o número de micro- 

organismos capazes de metabolizar compostos de hidrocarbonetos presentes nos efluentes, 

resultando em uma maior eficiência de biodegradação. 

A biorremediação representa uma abordagem ecológica e eficaz para a recuperação de 

áreas contaminadas por derramamentos de petróleo pode ser adaptada para diferentes tipos de 

ecossistemas e condições ambientais, tornando-a uma opção flexível, sustentável por utilizar 

micro-organismos e custo-benefício tornando uma ferramenta valiosa contra a poluição 

ambiental (KALIA et al., 2022). 

Dentro do âmbito da biorremediação, as bactérias aeróbias facultativas degradadoras de 

hidrocarbonetos aromáticos como Bacillus, Pseudomonas, Alcaligenes, Rhodococcus, Nocardia 

entre outras, são os necrófagos mais potentes para a biorremediação do fenantreno um dos HPAs 

devido à sua rápida adaptabilidade, vitalidade, diversidade e capacidade de formar intermediários 

metabólicos menos tóxicos sendo um abordagem que oferece vantagens significativas em relação 

aos métodos convencionais e menos intrusiva para o meio ambiente (JOYE et al., 2016). 

Este estudo tem como objetivo demonstrar a biodegradação do fenantreno, um dos 16 

HPAs prioritário da EPA por conta das suas características, utilizando uma cepa bacteriana 

isolada de uma Estação de Tratamento de Efluentes Industriais, destacando o potencial da técnica 

de biorremediação, utilizando micro-organismo. Tal abordagem não apenas otimiza custos, mas 

também aumenta a acessibilidade à remoção do fenantreno do meio ambiente, proporcionando 

uma solução eficiente para a recuperação de ecossistemas, como zonas costeiras e manguezais, 

que são frequentemente afetados por derramamentos de petróleo. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Cultivar uma cepa bacteriana a partir de microbioma aberto para fins de aplicação em 

biorremediação de fenantreno. 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

i. Isolar e enriquecer cepa bacteriana capaz de crescer na presença do fenantreno, 

ii. Caracterizar morfologicamente a cepa isolada proveniente da Estação de Tratamento de 

Efluentes, 

iii. Avaliar o desempenho da degradação de fenantreno pela cepa isolada, 

iv. Descrever via metabólica aeróbia de degradação do fenantreno. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

3.1 ACIDENTES, CAUSAS E CONSEQUÊNCIAS DOS DERRAMAMENTOS DE ÓLEO 

NOS ECOSSISTEMAS 

Com o rápido desenvolvimento da economia e o aumento da população global, houve o 

aumento acentuado do uso de combustíveis fósseis, principalmente o petróleo, que continua 

como o principal recurso não-renovável explorado para atender a humanidade. Esta tem sido a 

realidade para lhe dar com a crescente demanda energética mundial, com aplicações do óleo bruto 

em diversas atividades que vão desde a geração de energia e combustíveis até produção de bens 

de consumo essenciais (CUI et al., 2020). Mesmo com a popularização de fontes renováveis, 

visando diminuir impactos ambientais, o petróleo segue como matéria-prima única e essencial 

para a vida humana, sendo explorada de forma intensa e com estimativas de ser a fonte de energia 

dominante até pelo menos 2050 anos (BROCKWAY et al., 2019). 

O uso e a exploração do petróleo promovem impactos ambientais consideráveis ao meio 

ambiente por diversos motivos. Sua exploração é cercada de riscos desde a prospecção e 

perfuração de poços petrolíferos até o transporte para as instalações de processamento, 

principalmente com a descoberta frequente de novas reservas, onde suas localizações e 

características tornam a exploração mais complexa e arriscada, necessitando de melhores 

tecnologias e cuidados para prevenir potenciais acidentes (AFOLABI; YUSUF et al., 2018). 

Observa-se que todas as etapas de produção da indústria petrolífera, desde da perfuração ao 

refino, causam grandes impacto ao meio ambiente, produzindo danos ambientais de dimensões 

catastróficas e com consequências sérias para estes ecossistemas, além dos danos já causados 

pela queima dos combustíveis fósseis, contribuindo para a intensificação do aquecimento global 

e do efeito estufa por conta da poluição atmosférica (JOHNSTON; LIM; ROH, 2019). 

Um dos principais contribuintes para a poluição e contaminação de ecossistemas por 

fontes petroquímicas são os derramamentos de óleo bruto, seja em solo ou mais frequentemente, 

em ambientes aquáticos, degradando os ecossistemas costeiros e fluviais implicando em um 

grande desafio ambiental que ameaça a biodiversidade aquática e a qualidade de vida das 

comunidades do entorno (DONG et al., 2022). Acidentes podem ocorrer de diversas formas, com 

uma frequência maior em ambientes marinhos e costeiros por conta da exploração offshore, que 

é a mais realizada atualmente, já que os campos localizados em águas profundas possuem 

enormes volumes de óleo para serem explorados (DOU et al., 2022). 
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As principais causas de derramamentos são vazamentos e acidentes ocorridos com 

embarcações de transporte que, por conta do aumento da demanda mundial deste tipo de 

transporte, se tornaram mais frequentes, além dos desastres que podem acontecer devido a 

rompimento de poços de perfuração, vazamentos em oleodutos e em plataformas de exploração 

que, apesar de serem eventos raros, despejam grandes volumes de óleo no ambiente (CHEN et 

al., 2019). 

Vazamentos de petróleo em poços podem acontecer devido a problemas nas perfurações, 

sendo causados principalmente por erros de projeto e de operação, além de condições adversas 

como a alta pressão em grandes profundidades que, além de contribuírem para ocorrência de 

vazamentos, dificulta a contenção do óleo em caso de acidente. As correntes submarinas e as 

movimentações dos oceanos também aumentam a propagação de acidentes para áreas distantes 

do ponto gerador, além disso, oleodutos que transportam petróleo podem romper devido a 

corrosão, desgaste ou danos externos proporcionando graves acidentes ambientais (IBRAHIM et 

al., 2022). 

Os derramamentos de petróleo nos transportes constituem cerca de 13% do número de 

ocorrências de poluição por óleo bruto nos oceanos em todo o mundo em comparação com todos 

os desastres relacionados ao setor petrolífero, já que 90% do transporte global do petróleo é feito 

por petroleiros offshore (ZHANG et al., 2015). Os derramamentos de óleo de navios-tanque, em 

especial, são uma das poluições mais perigosas dentre a poluição marinha. Os derrames de 

petróleo durante o transporte marítimo não só ameaçam a vida dos membros da tripulação, mas 

também resultam em enormes perdas económicas e danos aos recursos, juntamente com sérios 

impactos negativos no ambiente ecológico marinho e nos ecossistemas dos países costeiros 

(CHEN et al., 2023). 

Mesmo com novas tecnologias e protocolos de proteção ao meio ambiente para evitar 

desastres, acidentes continuam a ocorrer. Um acidente em especial com embarcações de 

transporte ocorrido foi o derrame do petroleiro chinês Sanchi, por conta de uma colisão em 2018 

com o navio de carga no mar da China Oriental, estando carregado com 111,3 mil toneladas de 

condensado de gás natural, uma mistura líquida de hidrocarbonetos leves, e por volta de 1000 

toneladas de combustível marítimo, um composto mais pesado e viscoso com maior teor de 

enxofre que os combustíveis tradicional (CHEN; YANG; WU, 2019). Os danos causados por 

este acidente no meio marinho foram além daqueles relacionados à presença de componentes 

derivados do petróleo no local afetado, mas se estenderam a queima do combustível e do 

condensado presentes a bordo, o que gerou hidrocarbonetos aromáticos, por conta da queima 
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incompleta destes materiais além de emissões de dióxido e monóxido de carbono, contaminando 

ainda mais o ambiente com compostos carcinogênicos e persistentes (LI et al., 2018). 

O óleo derramado forma manchas espessas que prejudicam a vida marinha, sufocando 

aves, peixes e outros animais aquáticos, além de contaminar praias e locais de reprodução destes 

animais. Em relação aos impactos ambientais, a quantidade de petróleo derramado é apenas um 

dos fatores contribuintes para o tamanho e extensão dos danos gerados, sendo outros fatores 

como local do desastre, condições climáticas e proximidade com zonas habitáveis mais 

preocupantes. Devido ao poder de transporte do óleo por meio das correntes marítimas, sua 

deposição em plantas, animais e no próprio ambiente, além de outros fatores, podem ser incluídos 

ou desconsiderados, dependendo da natureza do desastre, para avaliar a gravidade e os danos 

ambientais (CHEN et al., 2018). 

Algumas áreas têm maior capacidade de absorção de petróleo do que outras e, dessa 

forma, mesmo um pequeno derrame numa área sensível (muitas vezes zonas costeiras como 

estuários) podem sofrer grandes impactos ambientais. O derrame de petróleo, uma vez ocorrido 

no mar, espalha-se e é levado à deriva com o vento e as correntes oceânicas, contaminando as 

praias e danificando o ambiente das zonas turísticas à beira-mar, resultando numa poluição 

marinha generalizada e até em um impacto irreversível no ambiente ecológico marinho e na vida 

marinha (SIMECEK-BEATTY; LEHR, 2017). 

As zonas costeiras são extremamente sensíveis aos derramamentos de petróleo e ao seu 

acúmulo no ambiente, provocando grandes desequilíbrios, como o ocorrido nos estados do 

Nordeste brasileiro e em estados do Sudeste, no período de agosto de 2019 a janeiro de 2020, 

contaminando mais de 3 mil km do litoral e gerando saldo de mais de 5 mil toneladas de resíduo 

de óleo bruto coletadas, porém com danos a longo prazo existentes por conta do desastre de 

origem desconhecida (DE ALMEIDA et al., 2021). 

Durante o período de 2014 a 2019, estima-se que uma área superior a 1,5 milhões de 

quilômetros quadrados tenha sido impactada por poluição provenientes de óleos brutos e 

derivados nos oceanos. Aproximadamente 94% do óleo detectado nesse contexto foi atribuído a 

atividades antrópicas, sendo originado principalmente de vazamentos e descartes de óleo 

decorrentes das operações de exploração de petróleo e gás no ambiente marinho, incluindo 

transporte, manuseio e vazamentos acidentais, sendo muitos desses derramamentos de origem 

desconhecida, o que dificulta o rastreamento das fontes geradoras (DONG et al., 2022). 

Anualmente, em todo o mundo, estima-se que cerca de mais de 600 milhões de toneladas 

de petróleo e derivados, como combustíveis e lubrificantes, entrem em contato com o mar, tendo 

como origem as mais diversas fontes (OKERE; SHENG, 2023). Porém, os maiores vazamentos 
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de óleo que se originaram de naufrágio, colisão de superpetroleiros ou explosões de plataformas 

foram os mais catastróficos para o ambiente marinho, como o ocorrido em abril de 2010 no Golfo 

do México, Estados Unidos, onde houve a explosão da plataforma Deepwater Horizon, operada 

pela multinacional British Petroleum, poluindo grande área do oceano com mais de 500.000 m³ 

de óleo (BEYER et al., 2016) 
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Tabela 1: Detalhamento dos principais derramamentos de petróleo dos últimos 60 anos 
 

Evento Ano/Local Volume (m3) Tipo de óleo Danos 

ambientais 

Método e forma de 

remediação 

Referências 

 

Superpetroleiro Exxon 

Valdez 

 

1989, (Alaska, 

EUA) 

 

40.900 

 

Óleo pesado 

Entre 100.000 e 

250.000 aves 

marinhas mortas 

Remoção mecânica do 

óleo e uso de surfactantes 

e solventes químicos; 

Bioestimulação com 
fertilizantes 

 

(SHORT; JACEK MASELKO, 2023); 

(DE ALMEIDA et al., 2021) 

 

Deepwater Horizon (BP) 
2010, Golfo do 

México, EUA 

 

780.000 

 

Óleo leve 

Mortes de fauna 

marinha, danos a 

ecossistemas 

marinhos 

Uso de dispersantes 

químicos, contenção 

mecânica, queima 

controlada de óleo 

(STEWART et al., 2021); (DE 

ALMEIDA et al., 2021) 

 

Ixtoc I 

1979-1980, 

Golfo do 

México, 

México 

 

454.000 

 

Óleo bruto 

Contaminação de 

manguezais, 

mortes de peixes, 

danos à pesca e 

turismo 

Uso de dispersantes 

químicos, contenção 

mecânica, queima 

controlada de óleo 

 

(DE ALMEIDA et al., 2021) 

 

Amoco Cadiz 

 

1978, França 

 

223.000 

 

Óleo bruto 

Danos severos a 

vida marinha e 

ecossistemas 

costeiros 

Limpeza manual das 

praias, uso de solventes e 

surfactantes químicos 

 

(DE ALMEIDA et al., 2021) 

 

 

Prestige 

 

2002, Galícia, 

Espanha 

 

 

81.052 

 

 

Óleo cru 

Danos a 

ecossistemas 

costeiros, perda 

de biodiversidade 

Limpeza manual das 

praias, uso de dispersantes 

químicos, contenção 

mecânica 

 

(PÉREZ‐DEL‐OLMO; JUAN ANTONIO 

RAGA; ANETA KOSTADINOVA, 

2022); (DE ALMEIDA et al., 2021) 

 

 

Petroleiro Sanchi 

 

 

2018, Mar da 

china oriental 

 

 

160.000 

 

 

Óleo 

condensado 

Danos a recifes 

de corais, aves 

marinhas e 

peixes, além de 

contaminação 

 

Uso de barreiras 

flutuantes, limpeza 

mecânica e dispersantes 

químicos 

 

 

(XING; ZHU, 2022); (DE ALMEIDA et 

al., 2021) 
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    atingir os 10m de 
profundidade 

  

 

Petroleiro Erika 

 

1999, França 

 

20.000 

 

Óleo pesado 

Grandes danos 

aos ecossistemas 

costeiros, a pesca, 

maricultura e 
turismo 

 

Remoção manual do óleo 

 

(DE ALMEIDA et al., 2021) 

 

Guerra do Golfo 

1991, Golfo 

Pérsico 

(Kwuait) 

 

1.500.000 

 

Óleo cru 

Morte de mais de 

30 milhões de 

aves marinhas. 

Além de peixes e 

crustáceos 

Remoção manual, uso de 

barreiras, queima 

controlada e dispersantes 

químicos 

 

(DE ALMEIDA et al., 2021) 

 

 

 

Plataforma Piper Alpha 

 

 

 

1988, Mar do 

norte (Escócia) 

 

 

 

670.000 

 

 

 

Óleo cru 

O incêndio gerou 

uma grande 

poluição 

atmosférica e 

morte de animais 

marinhos 

próximos a costa 

escocesa 

 

 

Uso de limpeza mecânica, 

barreiras de contenção e 

skimmers de óleo 

 

 

 

(ROBERTO et al., 2023); (DE 

ALMEIDA et al., 2021) 

 

 

Petroleiro Odyssey 

 

 

1988, Canadá 

 

 

132.000 

 

 

Óleo cru 

Degradação da 

população local 

de krill, afetando 

a cadeia 

alimentar por 

anos 

 

Não houve ações de 

limpeza imediatas, pois o 

vazamento não atingiu a 

costa 

 

 

(OGUNBIYI et al., 2023); (DE 

ALMEIDA et al., 2021) 

 

 

Torrey Canyon 

 

1967, Reino 

Unido 

 

 

137.000 

 

 

Óleo cru 

Centenas de 

quilômetros da 

costa foram 

contaminados 

Bombeamento do óleo 

utilizando caminhões de 

esgoto e posterior descarte 

em uma pedreira 

abandonada 

 

 

(OGUNBIYI et al., 2023) 
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Petroleiro Haven 

 

1991, Itália 

 

144.000 

 

Óleo bruto 

pesado 

Contaminação de 

110 km do litoral; 

morte de 43% da 

população total 

de peixes 

 

Remoção manual do óleo 

 

(OGUNBIYI et al., 2023); (DE 

ALMEIDA et al., 2021) 

 

 

 

Petroleiro chileno Vicuña 

 

 

 

2004, Brasil 

 

 

 

191.000 

 

 

Óleo 

combustível e 

metanol 

Manguezais e 

litoral afetado 

com grande 

quantidade de 

animais mortos e 

danos à pesca e 

ao turismo 

 

 

Uso de barreiras físicas e 

bombeamento da água 

contaminada 

 

 

 

(OLIVEIRA, 2024); (DE ALMEIDA et 

al., 2021) 

 

 

 

Origem desconhecida 

 

 

 

2019, Brasil 

 

 

Sem 

evidências 

 

 

 

Óleo cru 

Mais de 3.000 

Km da costa 

brasileira 

contaminados. 

Danos à fauna, 

turismo e pesca 

 

 

Remoção manual do óleo 

(Aprox. 4.000 toneladas 

de dejetos removidos) 

 

 

(LESSA et al., 2021); (DE ALMEIDA et 

al., 2021) 

Fonte: Autora (2024) 



27 
 

 

A contaminação do solo e dos ecossistemas aquáticos por hidrocarbonetos de petróleo 

é um sério problema global. Os hidrocarbonetos totais de petróleo (HTP) originados dos 

destilados de petróleo bruto na forma de diesel, gasolina, óleo lubrificante e outros HPAs típicos 

receberam muita atenção globalmente como contaminantes, uma vez que são altamente tóxicos, 

mutagênicos e cancerígenos por natureza. A toxicidade dos HPAs aumenta com o aumento do 

peso molecular. Alcanos cíclicos, chamados de ciclanos, além do baixo peso molecular, são 

mais tóxicos para os organismos aquáticos do que hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos de 

mesmo peso molecular. Num ambiente terrestre, os hidrocarbonetos aromáticos são mais 

tóxicos que os compostos alifáticos. Mesmo os compostos aromáticos mais baixos, moléculas 

com 1 ou 2 aneis aromáticos, são extremamente tóxicos (KUPPUSAMY et al., 2017). 

 

3.2 HIDROCARBONETOS POLICÍCLICOS AROMÁTICOS 

 

 

De acordo com as suposições atuais, a idade da Terra é estimada em 4,5 bilhões de anos 

(ŁAWNICZAK et al., 2020). Durante a maior parte desse tempo, as formas de vida da Terra 

estavam representadas na forma de organismos simples e unicelulares. Uma mudança 

fundamental ocorreu durante o período Cambriano (aproximadamente há 545 milhões de anos), 

que é frequentemente referida como a 'explosão Cambriana' devido à magnitude das mudanças 

ocorridas (ŁAWNICZAK et al., 2020). Durante o período de 20 a 25 milhões de anos 

subsequentes, organismos complexos e multicelulares começaram a emergir e a aparecer em 

grande escala. 

Embora este fenômeno seja significativo em vários aspectos, também resultou no 

inevitável aumento da geração de biomassa e na formação de seus depósitos em sedimentos. 

Este episódio é o ponto de partida, e a partir deste momento que estão reunidas as condições 

para a formação de hidrocarbonetos. O consenso atual sobre a origem dos hidrocarbonetos do 

petróleo é fundamentado na seguinte premissa: a matéria orgânica fossilizada é retida na rocha 

geradora (querogênio) e passa por várias fases de transformação (WIDDEL; RABUS, 2001). 

Quimicamente, os substratos consistem na mistura de compostos orgânicos de alto peso 

molecular gerados pela degradação de substâncias poliméricas naturais encontradas na 

biomassa residual. Com base em sua origem e no potencial de formação de hidrocarbonetos de 

petróleo, o querogênio é categorizado em quatro tipos. A maturação térmica do querogênio 

abrange: (i) diagênese - uma fase breve de degradação biológica, (ii) catagênese - degradação 
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geotérmica e craqueamento, e (iii) metagênese - decomposição adicional que resulta 

principalmente na produção de metano. 

A acumulação de produtos gasosos resulta na migração de hidrocarbonetos do petróleo 

bruto maturado da rocha geradora para a rocha reservatória. Esse processo é restrito pela 

camada impermeável de rocha, e a acumulação resultante de hidrocarbonetos possibilita a 

formação dos reservatórios de petróleo. Devido à alta porosidade (0–40%, dependendo do tipo 

de rocha, com tamanho de poro típico de cerca de 100 µm), a rocha reservatória é caracterizada 

pela capacidade notável de armazenar líquidos (CORNELISSEN et al., 2005). Embora a 

saturação da rocha reservatório com hidrocarbonetos líquidos seja influenciada pela 

concentração inicial, ela não pode atingir 100% devido à presença de água residual nos poros. 

O petróleo é composto principalmente de carbono (82%), hidrogênio (12%), nitrogênio 

(4%), oxigênio (1%), compostos de enxofre (0,5%) e íons metálicos (0,5%) além de outros 

elementos, (SILVA et al., 2021). Devido à sua estrutura química, o petróleo é uma matéria- 

prima complexa, cuja composição pode chegar a mais de 40 mil substâncias de comportamentos 

e características variadas (QIAN; WANG., 2019). Os principais compostos presentes no 

petróleo são os hidrocarbonetos, moléculas compostas por carbono e hidrogênio, que podem 

ser divididos em alcanos ou parafinas, alcenos e alcinos, sendo estes caracterizados por grandes 

moléculas abertas, hidrocarbonetos cíclicos e hidrocarbonetos aromáticos e derivados como o 

grupo BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno) além dos hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos e a fração pesada sendo representada pelos asfaltenos (ZHENG et al., 2020). 

Os HPAs derivados da combustão incompleta da matéria orgânica, como combustíveis 

para meios de transporte, emissões de usinas geradoras de energia, mineração de carvão e outras 

fontes antropogênicas, além de estar presente em pequenas quantidades no óleo bruto. Os 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos são poluentes orgânicos produzidos em maior 

quantidade por atividades antropogênicas associadas à industrialização e urbanização, e 

também por meio de atividades naturais (QIAO et al., 2018). 

HPAs são um grupo de compostos orgânicos perigosos e nocivos, sendo compostos por 

dois ou mais aneis benzênicos ligados em arranjos lineares e angulares de cluster, que são os 

padrões formados pela combinação de aneis de cada composto. Os HPAs encontrados no meio 

ambiente são principalmente de origem pirogênica, petrogênica e biológica (HĄC-WYDRO; 

POŁEĆ; BRONIATOWSKI, 2019), são hidrofóbicos e lipofílicos e, portanto, não são solúveis 

em água, além de serem de difícil degradação (KRONENBERG et al., 2017). Segundo Lee 

(2010). Estes compostos compreendem mais de 200 substâncias orgânicas contendo dois ou 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/lignite-mining
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/anthropogenic-source
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mais aneis aromáticos fundidos, sendo sua estrutura composta por múltiplos aneis aromáticos, 

com um par de átomos de carbono compartilhados entre eles (SAHOO et al., 2020). 

De acordo com o número de aneis aromáticos, eles podem ser classificados como 

compostos leves (2–3 aneis) ou pesados (4–6 aneis) (SAMPAIO et al., 2021). Muitas indústrias 

utilizam os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos como matéria-prima para a fabricação de 

diversos bens e produtos de consumo como polímeros. Prevê-se que o consumo de HPAs 

aumente de 85 milhões de barris em 2016 para 106,6 milhões de barris no final de 2030, para 

atender as demandas de mercado global (IGUNNU; CHEN., 2014). 

Os HPAs consistem em um conjunto de vários poluentes onipresentes e recalcitrantes 

no meio ambiente e pertencem à classe dos poluentes orgânicos persistentes (POPs) (ABDEL- 

SHAFY; MANSOUR., 2016; WAGNER; BARKER., 2019; NET et al., 2015; PREMNATH et 

al., 2021), os quais foram declarados poluentes prioritários pela Agência de Proteção Ambiental 

dos Estados Unidos (US EPA) em 1983 com base em suas maiores concentrações, maior 

exposição, natureza recalcitrante e toxicidade (MOJIRI et al., 2019). 

A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC) categorizou os HPAs em 

quatro grupos, com base na capacidade carcinogênica de cada componente. Como pode ser 

visto no quadro 1, o grupo 1 é formado pelos compostos cancerígenos para humanos, o grupo 

2A dos que são provavelmente cancerígenos para humanos, o grupo 2B daqueles possivelmente 

cancerígenos para humanos e o grupo 3 formado pelos não classificáveis como cancerígeno. 

Para humanos (IARC, 1983). O benzo(a)pireno é considerado o HPA mais cancerígeno do 

grupo e geralmente usados como marcador de exposição para avaliações de risco (LEE., 2010). 

De acordo com a composição, os HPAs podem se distinguir pela baixa pressão de vapor 

e baixa solubilidade em água devido a sua estrutura com vários núcleos aromáticos com duplas 

ligações conjugadas. Contudo os HPAs são solúveis em solventes de baixa polaridade como 

diclorometano, n-hexano, benzeno e acetona, pontos de ebulição e alto ponto de fusão, além de 

grande estabilidade, sendo classificados como compostos de baixa reatividade (LEE, 2010). 

Com o aumento de peso molecular, os HPAs tendem a diminuir a solubilidade em água e 

aumentar a lipofilicidade assim como o ponto de ebulição, tornando-os produtos químicos mais 

recalcitrantes, se acumulando na natureza em diversas matrizes sólidas, aquosas e gasosas 

(MALLAH et al., 2022). O Quadro 1 apresenta as propriedades físico-químicos dos 16 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos prioritários da US Environmental Protection Agency. 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/vapor-pressure
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653522004416#bib94
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Quadro 1: Propriedades físico-químicos dos 16 hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

prioritários da US Environmental Protection Agency 

 

Fonte: Autora (2024) 

 

Entre mais de cem HPAs conhecidos, dezesseis foram classificados como poluentes 

ambientais prioritários pela US EPA. Embora no ambiente existem centenas de HPAs, o 

fenantreno com três anéis de benzeno fundidos, por ser um dos HPAs mais abundantes 

detectados em locais contaminados sendo conhecido como um composto recalcitrante, 
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fotossensibilizador da pele humana e um alérgico leve e um produto primário que é utilizado 

pelas indústrias. O fenantreno é considerado como um dos hidrocarbonetos mais amplos como 

intermediário de pesticidas, plásticos e resinas fazendo dele um dos HPAs mais comumente 

detectados entre 16 HPAs listados pela US EPA (GU et al., 2018). A EPA recomenda a 

determinação e quantificação dos compostos: Naftaleno (Naf), Acenafteno (AcF), Acenaftileno 

(Aci), Fluoreno (Flu), Antraceno (Ant), Fenantreno (Fen), Fluoranteno (Flt), Pireno (Pir), 

Benzo[a]antraceno (BaA), Criseno (Cri), Benzo[a]pireno (BaP), Benzo[k]fluoranteno (BkF), 

Benzo[b]fluoranteno (BbF), dibenzo [a,h]antraceno (DbA), Benzo[g,h,i]perileno (BP) e 

Indeno[1,2,3-c,d]pireno (IP), sendo estes prioritários e devem ser rotineiramente monitorados 

(JANBANDHU; FULEKAR, 2011). 

 

3.3 TOXICIDADE DOS HIDROCARBONETOS POLICÍCLICOS AROMÁTICOS 

 
Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos podem ser de origem pirogênica, 

petrogênica ou biogênica, com diversas características físico-químicas (LAWAL, 2017). 

Apresentam efeitos adversos aos seres humanos, possuem toxicidade elevada, são potentes 

agentes cancerígenos, mutagênicos, teratogênicos e desreguladores endócrinos. A 

contaminação se dá pela ingestão de água e/ou alimentos contaminados, inalação, absorção 

cutânea, pulmões e trato gastrointestinal, causando grandes riscos para a saúde humana e de 

outros seres que são expostos a eles (GARCÍA-SÁNCHEZ et al., 2018). 

Compostos com diferentes massas moleculares apresentam efeitos diferenciados sobre 

o sistema biológico. Compostos de baixa massa molecular, com dois ou três anéis aromáticos, 

apresentam alta toxicidade para organismos aquáticos. Todavia, compostos com quatro anéis 

aromáticos ou mais, são considerados persistentes no meio ambiente e de difícil degradação 

(GUZZELLA et al., 2011). A toxicidade dos HPAs está relacionada com a estrutura do 

composto, alguns compostos possuem uma região côncava, conhecida como região de baia, 

formada pelas ramificações na sequência de anéis benzênicos como mostrado na Figura 2 

Demonstração da região côncava de baia formada em uma molécula de HPA. Compostos que 

possuem essa região são considerados carcinogênicos mais potentes, pois tal organização dos 

átomos de carbono fornece um alto grau de reatividade bioquímica (LEE, 2010). 
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Figura 1: Demonstração da região côncava de baia formada em uma molécula de HPA 

 

 
Fonte: Luo et al., 2012 

 

A toxicidade dos HPAs é amplamente atribuída à presença de compostos como o 

benzeno, naftaleno e fenantreno, entre outros, que são conhecidos por serem tóxicos e 

cancerígenos. A exposição a essas substâncias pode ocorrer por meio da inalação de vapores, 

ingestão de alimentos contaminados, ou contato direto com solos e águas contaminadas (GAO 

et al., 2018). 

Os efeitos tóxicos dos HPAs variam desde irritações agudas até efeitos crônicos, como 

danos ao sistema respiratório, hepático e renal. Além disso, alguns HPAs têm sido associados 

a distúrbios reprodutivos e neurotóxicos, com casos mais graves ocorrendo por conta da 

exposição prolongada a altas concentrações de HPAs, promovendo o desenvolvimento de 

câncer, particularmente de pulmão, fígado e pele (LAFFON; PÁSARO; VALDIGLESIAS, 

2016). 

A exposição aos contaminantes pode gerar diversos efeitos nocivos ao sistema 

respiratório, tais como redução das funções pulmonares, agravamento de problemas 

respiratórios como asma (OSSAI et al., 2019). Estes problemas de saúde incluem como câncer 

e mutações, defeitos congénitos, diminuição da contagem de glóbulos brancos em humanos, 

abortos espontâneos, infertilidade e esterilidade. Além destes efeitos físicos, o stress económico 

devido à destruição dos meios de subsistência dos residentes resulta em problemas de saúde 

psicológica (BRIGGS; BRIGGS, 2018). 

No meio ambiente, os HPAs podem persistir por longos períodos, acumulando-se em 

sedimentos, solos e corpos d'água. Isso não apenas representa uma ameaça direta à fauna e flora 

aquáticas, mas também pode resultar na bioacumulação dessas substâncias ao longo da cadeia 

alimentar, afetando organismos superiores, incluindo os seres humanos e, embora conhecidos 

por serem praticamente insolúveis em água, os HPAs apresentam-se largamente dissolvidos em 

ambientes de imenso volume de água, como rios e oceanos, sendo transportados para diversas 

localidades e danificando ecossistemas sem grandes limitações (IMAM et al., 2022). 
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Os hidrocarbonetos monoaromáticos, como o benzeno, tolueno e xilenos, são 

conhecidos por serem altamente tóxicos aos seres vivos, inclusive para vários micro- 

organismos, no qual podem agir dissolvendo a membrana celular desses organismos, sendo 

também mutagênicos e carcinogênicos, porém, são facilmente biodegradados em baixas 

concentrações. Já os HPAs, possuindo múltiplos anéis aromáticos em sua estrutura, têm 

interações complexas e menor reatividade, explicando sua persistência e potencial de 

bioacumulação (ABDEL-RAZEK et al., 2020). 

Um dos principais pontos que contribuem para a estabilidade das moléculas de HPAs e 

sua baixa reatividade, são as estruturas de ressonância entre as ligações químicas nos anéis 

aromáticos (BROWN; COCKROFT, 2013). A Figura 3 apresenta uma representação do anel 

aromático do benzeno, mostrando as estruturas de ressonância. 

 

Figura 2: Representação do anel aromático do benzeno, mostrando as estruturas de 

ressonância 

 

Fonte: Hidrocarbonetos Aromáticos e sua Nomenclatura. Aromáticos (2024). 

 

 

Como visto acima, as ligações simples e duplas se alternam entre as estruturas por conta 

da movimentação dos elétrons das ligações duplas ao redor do anel. Esta movimentação 

aumenta a estabilidade da estrutura e fortalece as ligações entre os átomos de carbono, tornando 

a molécula plana, mais estável e com menor reatividade (AIHARA, 1992). Tal fenômeno é 

responsável pela maior dificuldade de degradação destes compostos, já que uma menor 

reatividade resulta em taxas de transformação mais lentas, tornando-os compostos persistentes 

e de metabolismo mais lento por seres vivos (AIHARA, 1977). 

A toxicidade dos HPAs no ambiente marinho manifesta-se de diversas formas. Em 

níveis elevados, essas substâncias podem causar deformidades em larvas juvenis de organismos 

marinhos, comprometendo o recrutamento de novas gerações (HONDA; SUZUKI, 2020). 

Além disso, os HPAs podem afetar a reprodução, causando danos ao sistema reprodutivo de 

peixes e invertebrados marinhos, dificultando a manutenção da população destes animais. Outro 
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aspecto crítico é a capacidade dos HPAs de se acumularem nos tecidos dos organismos, 

resultando na bioacumulação ao longo da cadeia alimentar. Os predadores de topo de cadeia 

alimentar, como aves marinhas e mamíferos marinhos, podem ser especialmente vulneráveis, 

pois concentrações significativas de HPAs se acumulam em seus corpos devido à ingestão de 

presas contaminadas, além do próprio ser humano que, ao ingerir tais alimentos, são expostos 

ao risco provocado por esses compostos (BARBOSA et al., 2023). 

Um dos exemplos de ocorrência relacionada aos derramamentos, e suas consequências 

imediatas, é a presença de manchas de óleo no oceano. A mancha de petróleo pode impedir a 

fotossíntese do fitoplâncton marinho ou as trocas ar-mar, reduzindo o teor de oxigénio 

dissolvido na água, e resultando ainda em enormes alterações no teor de oxigênio, na 

temperatura de outros elementos no mar que podem matar o fitoplâncton, e prejudicar a base 

da isca na água (JAFARINEJAD, 2017). O óleo à deriva pode bloquear o sistema respiratório 

de animais marinhos e ficar preso nas penas das aves marinhas, resultando na sua morte 

(KOSTKA et al., 2011). Os aromáticos gerados podem deformar peixes eclodidos e acumular 

substâncias cancerígenas em peixes ou mariscos, comprometendo o seu valor económico e 

impactando a saúde humana (KIM et al., 2013). O derramamento de óleo sedimentável pode 

cobrir os sedimentos, danificando o ambiente ecológico demersal e impedindo o crescimento e 

a reprodução normais dos organismos bentônicos (REDDY et al., 2011). 

As meias-vidas dos HPAs nos organismos são relativamente curtas e são consideradas 

metabolizadas ou excretadas rapidamente (HONDA; SUZUKI, 2020). No entanto, mesmo com 

este contexto, concentrações detectáveis de HPAs são relatadas em muitos estudos. Assim, este 

fenômeno sugere que a exposição contínua e a contaminação por HPAs estão a ocorrer em todo 

o mundo de forma a impactar prejudicialmente todas as formas de vida. 

Os HPAs podem persistir na água por um período muito longo devido à sua baixa 

sensibilidade à luz solar no ambiente aquático, diminuindo sua oxidação e posterior degradação 

natural, atribuída à hidrofobicidade e aos efeitos de diluição induzidos pela turbulência 

provocada pelo movimento natural dos corpos d’água. Já no solo e em sedimentos, verificou- 

se que a taxa de deposição de HPAs acelera devido à sua maior hidrofobicidade e baixa 

solubilidade aquosa. Estes compostos são fortemente adsorvidos nas partículas do solo e, 

portanto, o ecossistema do solo torna-se um sumidouro definitivo, porém com taxa de 

acumulação muito baixa devido à sua persistência (KUPPUSAMY et al., 2017). 

Os HPAs no ambiente aquático são oriundos de quatro fontes: (i) derivados de 

combustíveis (petrogênicos), (ii) derivados de processo de combustão incompleta 

(pirogênicos), (iii) gerados pelo metabolismo orgânico (biogênicos) e (iv) gerados pelo 
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processo de transformação em sedimentos (diagenéticos), sendo ambas as fontes petrogênicas 

e pirogênicas diretamente ligadas aos combustíveis fósseis, desde sua extração até suas 

aplicações, sendo portanto amplamente disseminados por atividades antropogênicas no meio 

ambiente (HYLLAND, 2006). 

 

3.3.1 Toxicidade e características do fenantreno 

 
Dentro do grupo de compostos que compõem os HPAs, o fenantreno é um 

hidrocarboneto composto por três anéis benzênicos fundidos através de uma ligação carbono- 

carbono como apresentado na Figura 4 apresenta a estrutura molecular do fenantreno, sua forma 

molecular é C14H10, densidade 1,18 g/cm³, ponto de fusão 489,15 K (216 °C) e ponto de ebulição 

(340 °C), solubilidade em água 1,15 mg/L, praticamente insolúvel em água, mas solúvel em 

álcool, metanol, diclorometano, hexano, acetona entre outros. (WANG et al., 2009). 

 

Figura 3: Estrutura molecular do fenantreno 

 

 
Fonte: Hidrocarbonetos Aromáticos e sua Nomenclatura Aromáticos (2024) 

 

É o hidrocarboneto aromático não linear mais simples e é derivado de duas palavras, 

“fenil” e “antraceno”, que são derivadas das palavras latinas “phenos” e “anthrax”, que indicam 

“benzeno” e “carvão”, respectivamente (CENTRO NACIONAL DE INFORMAÇÕES SOBRE 

BIOTECNOLOGIA, 2020). Existe como sólido cristalino incolor com odor levemente 

aromático e é o principal constituinte do carvão e do alcatrão de carvão (5%), sendo um isômero 

do antraceno, mas é mais estável em comparação com ele (GUTMAN; STANKOVIC, 2007). 

Ele é um aromático de especial interesse e tem ganhado atenção significativa devido aos seus 

impactos ambientais negativos (WAIGI et al., 2015). A Figura 5 apresenta as estruturas 

moleculares do fenantreno e do antraceno. 
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Figura 4: Estruturas moleculares do fenantreno e do antraceno 

 

Antraceno Fenantreno 

Fonte: Hidrocarbonetos Aromáticos e sua Nomenclatura Aromáticos (2024). 

 

O fenantreno, embora amplamente utilizado em processos industriais e encontrado em 

diversas fontes naturais, pode desencadear sérios danos ao meio ambiente quando liberado de 

maneira inadequada (WU et al., 2013). 

É uma substância de grande preocupação ambiental e de saúde pública devido às suas 

propriedades recalcitrantes, bioacumulativas e tóxicas para organismos vivos e ecossistemas 

(SHI et al., 2005; KWEON et al., 2011; HAJISAMOH, 2013). Seus efeitos adversos nos 

sedimentos incluem a redução da abundância e diversidade de invertebrados bentônicos, 

crescimento anômalo e diversas alterações fisiológicas e comportamentais (LIU et al., 2015). 

Em mamíferos, o fenantreno pode se acumular através da inalação, ingestão ou contato dérmico, 

impactando processos vitais como reprodução, desenvolvimento e imunidade (ABDEL- 

SHAFY E MANSOUR, 2016). 

Ele é produzido como subproduto da queima incompleta de materiais orgânicos, sendo 

um componente comum da fumaça de cigarros, escapamentos de veículos e processos 

industriais como a queima de carvão e madeira, por exemplo (KWOFIE; GUPTA, 2021). Sua 

presença no ambiente é, portanto, consequência direta das atividades antrópicas, sejam por 

conta da exploração de fontes de combustíveis ou pela queima de compostos derivados de 

petróleo, e, por ser um HPA de baixo peso molecular e com uma estrutura relativamente 

pequena, sendo praticamente insolúvel em água, contribui para seu transporte e dissolução no 

meio, aumentando seu poder de contaminação (WAIGI et al., 2015). 

Exposições agudas ao fenantreno, especialmente em contextos ocupacionais, podem 

provocar uma série de sintomas, incluindo náuseas, vômitos, dores abdominais, diarreia, 

cefaleias, confusão, sudorese profusa, febre, taquicardia, taquipnéia e agitação (GIL, 2000). A 

exposição dérmica aguda pode causar irritação leve e, em indivíduos sensíveis, dermatite 

(HUDSON-HANLEY et al., 2021). Embora não se acredite que o fenantreno seja carcinogênico 

para humanos, estudos demonstraram que ele pode induzir tumores em ratos de laboratório e 

outros animais (GIL, 2000). 
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A ingestão de fenantreno, embora não seja uma via comum de exposição, pode resultar em 

efeitos semelhantes aos observados após a inalação aguda, com complicações adicionais como 

dor abdominal (GIL, 2000). Portanto, a presença e persistência do fenantreno no ambiente 

representam um risco significativo para a saúde dos ecossistemas e dos seres humanos, 

sublinhando a importância de monitorar e mitigar sua presença em áreas contaminadas. 

 

3.4 PROCESSOS DE REMEDIAÇÃO 

 

A poluição ambiental está causando impactos severos no meio ambiente, por conta disso 

houve um avanço significativo na área de biorremediação com o objetivo de recuperar 

ambientes poluídos de forma sustentável. A palavra “biorremediação” refere-se ao processo 

biológico de degradação de contaminantes no meio ambiente, empregando a capacidade 

metabólica dos micro-organismos para decompor uma ampla gama de substâncias orgânicas 

(SISINTHY; GUNDLAPALLY, 2020). 

Esse processo já ocorre há décadas, mas avanços recentes levaram a maior eficiência e 

estabelecimento da técnica. Muitos processos de tratamento físico e químico são utilizados 

como estratégias de remediação de HPAs. As estratégias físicas empregadas na recuperação de 

hidrocarbonetos policíclicos em ambientes aquáticos envolvem o uso de barreiras, skimmers e 

adsorventes (ASGHAR et al., 2016; OSSAI et al., 2019). As barreiras, particularmente quando 

os derramamentos ocorrem em meio aquoso, são consideradas um bloqueio físico eficaz para 

conter o fluxo do óleo derramado (JANKAITE; VASAREVIČIUS, 2005). As lanças 

desempenham papel crucial como a primeira resposta a derramamentos de óleo, prevenindo a 

propagação do óleo em meio à turbulência da água (IBRAHIM; ANG; WANG, 2009). 

Existem três tipos principais de barreiras frequentemente utilizadas para a remediação 

de HPAs em solução aquosa, incluindo barreiras resistentes ao fogo, barreiras de cortina e 

barreiras de cerca (OSSAI et al., 2019). Em conjunto com essas barreiras, skimmers são 

empregados para remediar o óleo vazado da solução aquosa sem alterar as propriedades do 

petróleo bruto (ASGHAR et al., 2016). Skimmers de açude, oleofílicos e de sucção são tipos 

comuns de skimmers, sendo a escolha dependente do tipo e espessura do óleo derramado 

(HAMMOUD, 2001). Todos os skimmers são fabricados a partir de materiais que possuem 

propriedades oleofílicas (OSSAI et al., 2019). 

Outra técnica física de remediação de compostos de HPAs é a sorção, que faz uso de 

absorventes sólidos com porosidade e alta área superficial específica para ligar moléculas da 

fase gasosa ou líquida em sua superfície (BANDURA et al., 2017). Os absorventes 
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desempenham papel crucial na transformação do óleo líquido em uma forma semissólida, 

concluindo o processo de remediação após a remoção dos derramamentos de óleo. Esses 

adsorventes podem ser de natureza sintética, industrial, inorgânica ou orgânica (NAM et al., 

2018). 

Já as estratégias quimicamente empregadas para remediação de HPAs é a utilização de 

técnicas como dispersantes, extração por solvente, encapsulamento e oxidação química 

(ASGHAR et al., 2016; OSSAI et al., 2019). Quando o derramamento de HP ocorre na água, 

os poluentes naturalmente se dispersam, dependendo da viscosidade dos HPAs (ZHUANG et 

al., 2015). Dispersantes são utilizados para HPAs mais viscosos, com componentes hidrofílicos 

e oleofílicos para melhorar a dispersão do óleo (LESSARD; DEMARCO, 2000; RODRIGUEZ- 

FREIRE et al., 2016). Os solventes desempenham papel vital na extração por solvente, isolando 

contaminantes HPAs e concentrando-os em líquido não aquoso (RAHSEPAR et al., 2016). O 

encapsulamento físico separa e contém poluentes, mas pode não ser duradouro e é 

desaconselhado em locais profundos (CHEN et al., 2015). 

A oxidação química, uma abordagem de curto prazo, transforma irreversivelmente 

HPAs em H2O e CO2 utilizando oxidantes orgânicos, sendo frequentemente usada para 

descontaminar áreas de acumulação elevada (CHEN et al., 2015). Diversos oxidantes como 

peróxido de hidrogênio, reagentes de Fenton, permanganato de potássio e sódio, e ozônio são 

comuns (RODRIGUEZ-FREIRE et al., 2016). A eficácia depende do conhecimento da região 

contaminada, reatividade do solo, textura e permeabilidade do solo (WANG et al., 2018). 

Apesar de apresentar vantagens como reabilitação in-situ rápida, oxidação completa e danos 

mínimos, a remediação química apresenta desafios, incluindo custos elevados, inflamabilidade 

de dispersantes, potenciais impactos na saúde humana e no meio ambiente marinho, perda de 

oxidantes e emissões secundárias (SMITHA et al., 2017). 

Embora existam desafios associados à degradação bacteriana de poluentes, a maioria 

dos micro-organismos que ocorrem naturalmente podem lidar com eles de forma eficaz, pelo 

que o crescimento e o metabolismo são apoiados em ambientes poluídos se o ambiente 

circundante for propício (JAISWAL; VERMA, 2016). Além disso, em muitas circunstâncias, 

os procedimentos convencionais não removem totalmente as substâncias contaminadas, mas 

antes transferem-nas de um habitat ou forma para outro. Nesta técnica, resíduos orgânicos 

perigosos, como xenobióticos, são convertidos em produtos inofensivos, como dióxido de 

carbono e água (GOSAI et al., 2022). 

Os resíduos industriais contendo poluentes tóxicos têm contribuído em grande medida 

para esta desastrosa poluição ambiental. A biorremediação emergiu como técnica promissora 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/xenobiotic
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/toxic-pollutant
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para restaurar locais contaminados com HPAs. Ao contrário dos processos físicos e químicos, 

os métodos de biorremediação envolvem custos relativamente mais baixos, menor gasto de 

energia e uma maior probabilidade de resultados ambientalmente seguros (AGRAWAL; 

SHAHI, 2017). 

A biorremediação pode empregar micro-organismos e seus produtos – geralmente 

enzimas – por meio de suas diversas ações catabólicas na mineralização de hidrocarbonetos 

complexos como os HPAs. Os hidrocarbonetos complexos são metabolizados em formas menos 

tóxicas em condições aeróbias (dióxido de carbono e água como produtos finais) e anaeróbias 

(principal produto final CO2) (SAKSHI; HARITASH, 2020). Tanto os HPAs de baixo peso 

molecular quanto os de alto peso molecular podem ser degradados biologicamente. As 

vantagens mais significativas da biorremediação sobre a remediação química ou física 

envolvem a preocupação ao meio ambiente, gerando menos impacto ao local e a relação custo- 

benefício. 

Os processos de remediação biológica convertem substâncias complexas, como metais 

pesados, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e outros compostos tóxicos, em compostos 

não tóxicos ou menos tóxicos. Em comparação com outras técnicas de remediação, os processos 

de biorremediação oferecem muitas vantagens: (i) A remediação conduzida biologicamente 

remove elementos perigosos dos meios poluídos em vez de simplesmente transferi-los, (ii) É 

notavelmente menos prejudicial ao meio ambiente do que os vários métodos baseados em 

escavação, e (iii) Por meio de processos de biorremediação, o tratamento de locais com a 

presença de resíduos perigosos e persistentes pode ser significativamente mais barato do que 

qualquer método convencional (AZUBUIKE; CHIKERE; OKPOKWASILI, 2019). 

Existem basicamente dois tipos de tecnologias de biorremediação no qual são 

amplamente empregados na limpeza de poluentes recalcitrantes, como hidrocarbonetos 

aromáticos ex-situ e in-situ (BROWN et al., 2017). A técnica in-situ, é quando a biorremediação 

ocorre no local contaminado, sem a transferência de materiais poluídos para outro local, e ex- 

situ, onde o material poluído é removido e degradado em instalações fora do local do incidente 

após a escavação e solo poluído é transportado para outro local para tratamento (ASGHAR et 

al., 2016). Quanto aos tipos de biorremediação, existem três principais processos: Atenuação 

natural, Bioestimulação e Bioaumentação (EDWARDS; KJELLERUP, 2013). A Figura 6 

apresenta características dos tipos de biorremediação. 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/micro-organism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lysozyme
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/mineralisation
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/molecular-weight
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/molecular-weight
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/hazardous-waste
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Figura 5: Características dos tipos de biorremediação 

 

 
Fonte: Autora (2024) 

 

 

3.4.1 Atenuação natural 

 

 

Atenuação natural degrada os contaminantes e reduz seu nível de concentração de 

maneira não invasiva (sem intervenção humana) (BALA et al., 2022). É um processo de 

biodegradação que consiste na fragmentação de compostos orgânicos que depende apenas do 

metabolismo de micro-organismos nativos aeróbios ou anaeróbios para destruir contaminantes 

perigosos e recalcitrantes, sem usar nenhum estágio artificial como a inserção de novos micro- 

organismos ou nutrientes no local para aumentar a atividade de biodegradação (KUMAR; 

SHAHI; SINGH, 2018). Esse processo possui menor custo pois não há - acréscimo de insumos, 

materiais ou equipamentos para realização incremento dos micro-organismos no local (BALA 

et al., 2022). No entanto, o monitoramento contínuo é necessário para que a biorremediação 

seja contínua e estável, mantendo uma boa eficiência de degradação. 

Considerando que os micro-organismos nativos são altamente eficazes na degradação de 

poluentes de difícil degradação, porque podem estar adaptados às condições do local, e que 

existe uma relação micro-organismo/hidrocarboneto estabelecida no curso da evolução, a 

capacidade de degradação de hidrocarbonetos é comum entre os consórcios bacterianos já que 

mesmo sem viverem naturalmente em um ambiente com a presença natural de contaminantes, 

possuem a capacidade de secretar enzimas para transformar tais compostos complexos em 

outros cujo o metabolismo é mais fácil (KUMAR; SHAHI; SINGH, 2018). Antes de 
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implementar a biorremediação utilizando o processo de atenuação natural, é crucial realizar 

uma avaliação de risco para assegurar que o tempo necessário para concluir o processo seja 

inferior ao tempo natural de degradação do composto no meio ambiente para alcançar níveis 

mais seguros de exposição humana e animal. 

 

3.4.2 Bioestimulação 

 

A bioestimulação é uma técnica de remediação altamente eficiente, econômica e 

ecológica por natureza. A bioestimulação refere-se à adição de nutrientes como fósforo, 

nitrogênio, oxigênio e doadores de elétrons, a locais gravemente poluídos para estimular as 

bactérias existentes a degradar os contaminantes tóxicos (GOSWAMI et al., 2018). 

A suplementação de nutrientes otimiza o potencial de degradação dos compostos 

tóxicos pelos micro-organismos presentes, acelerando a taxa de descontaminação 

(DOMÍNGUEZ et al., 2005; RODRÍGUEZ et al., 2020; ABID et al., 2014). 

Estudos na literatura estabeleceram a bioestimulação como uma ferramenta crucial para 

a degradação de hidrocarbonetos, especialmente produtos petrolíferos e seus derivados (ABID 

et al., 2014). Em termos mais específicos, áreas contaminadas por petróleo com população 

bacteriana menos eficiente e metabolicamente empobrecida podem ser notavelmente 

remediadas pela adição de nutrientes do processo de bioestimulação (TYAGI; DA FONSECA; 

DE  CARVALHO,  2010;  DELILLE;  COULON;  PELLETIER,  2004).  Isso  ocorre 

principalmente devido à fácil disponibilidade da fonte de carbono (C), um dos nutrientes 

essenciais exigidos pelos micro-organismos indígenas para suas atividades metabólicas, 

proveniente dos contaminantes do petróleo. 

 

3.4.3 Bioaumentação 

 

 

A bioaumentação ocorre pelo acréscimo de micro-organismos isolados ou em 

consórcios que possuem a capacidade de degradação do contaminante, em áreas impactadas por 

resíduos, visando acelerar a remoção de compostos indesejados (CARDOSO, 2012). Este 

procedimento é frequentemente empregado em ambientes contaminados por óleo como 

estratégia alternativa para a biorremediação. A lógica subjacente a essa abordagem reside na 

ampliação do grau ou taxa de degradação de poluentes complexos, por meio da introdução de 

micro-organismos especializados na decomposição desses poluentes (DOMÍNGUEZ- 

RODRÍGUEZ et al., 2020; LEAHY; COLWELL, 1990). 
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Ao melhorar a microbiota do local contaminado, não apenas se impulsiona a eliminação 

mais eficiente dos poluentes, mas também amplia a capacidade genética desse ambiente. 

Portanto, o processo de bioaumentação contribui para o aumento do pool genético e, 

consequentemente, para a diversidade genética da área-alvo. Em essência, o bioaumento 

representa um incremento na diversidade genética, o qual pode ser alcançado mediante a 

ampliação da diversidade bacteriana (DEJONGHE et al., 2001). 

Há um debate sobre qual das duas técnicas, bioaumentação e bioestimulação, é a melhor 

estratégia para biorremediação. Aparentemente, as circunstâncias prevalecentes no local 

influenciam significativamente a escolha da técnica a ser aplicada descobriram que a 

seletividade e a especialização das bactérias adicionadas definem principalmente a eficácia da 

biorremediação, e não a carga de nutrientes (HAMDI et al. 2007). 

Bento et al. (2005) compararam a biorremediação do óleo diesel por atenuação natural, 

bioestimulação e bioaumentação. Concluíram que a melhor abordagem para a biorremediação 

do óleo diesel era a bioaumentação realizada pela inoculação de bactérias pré-selecionadas de 

um local contaminado. Aparentemente, as bactérias indígenas (pré-selecionadas para 

bioaumentação) têm maior probabilidade de sobreviver e se propagar quando reintroduzidos no 

local, em comparação com cepas transitórias ou estranhas a tal habitat (BENTO et al. 2005; 

THOMPSON et al. 2005). 

A bioaumentação pode melhorar o efeito geral do tratamento ao introduzir cepas 

específicas no sistema de reação biológica, de modo a atingir os objetivos de aumentar 

significativamente a eficiência de remoção de poluentes e recuperar a atividade da comunidade 

(WU et al., 2018; JI et al., 2020). Acinetobacter tandoii LJ-5. foi utilizado para tratar águas 

residuais contaminadas com hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, os biossurfactantes 

produzidos por Acinetobacter podem aumentar a biodisponibilidade de compostos hidrofóbicos 

por solubilização e/ou emulsificação ou alterar as propriedades da superfície celular de outros 

micro-organismos (LI et al., 2018). 

Assim, o Acinetobacter tandoii LJ-5 poderia simultaneamente melhorar a 

biodisponibilidade do fenantreno e ativar as funções de outros candidatos degradantes do 

fenantreno (LI et al., 2018). A bioaumentação é recomendada principalmente para locais onde 

o número de micro-organismos autóctones que permitem a degradação dos contaminantes é 

insuficiente e/ou aqueles em que as populações nativas não possuem as vias catabólicas 

necessárias para metabolizar os poluentes (FORSYTH et al., 1995, GENTRY et al., 2004, 

MROZIK; PIOTROWSKA-SEGET, 2010). A bioaumentação depende do aumento do 

https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/pollutant-removal
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/acinetobacter
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/bio-availability
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/hydrophobic-compound
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/solubilization
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/emulsification
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/acinetobacter
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/phenanthrene
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potencial metabólico das comunidades dos micro-organismos do solo para a degradação de 

poluentes. 

O sucesso do bioaumento está cada vez mais ligado à incorporação eficaz da estirpe 

inoculada no ambiente hospedeiro, cujo sucesso é influenciado por questões que vão desde a 

selecção da estirpe e a estratégia de introdução até à capacidade da estirpe de sobreviver no 

ambiente até onde é introduzido (HERRERO et al., 2014; THOMPSON et al., 2005). A seleção 

de uma cepa adequada é essencial para o sucesso do bioaumento. A(s) cepa(s) selecionada(s) 

deve(m) ser capaz(s) de resistir às condições ambientais que lhes são impostas dentro de um 

processo de tratamento, incluindo; temperatura, pH, oxigênio dissolvido, disponibilidade de 

nutrientes, toxicidade e pressões microbianas (BITTON, 2011). 

A compreensão das condições dentro do processo de tratamento, o bioaumento 

provavelmente falhará devido à fraca sobrevivência do inóculo e/ou à competição de 

populações de micro-organismos indígenas (STEPHENSON, 1992). Essa técnica vem 

provando ser um método valioso para melhorar o desempenho no tratamento e resolver 

problemas práticos em estações de tratamento de efluentes industriais (HERRERO; 

STUCKEY, 2015; ZHANG et al., 2017). 

No processo de aprimoramento da redução dos poluentes tóxicos específicos, a escolha 

criteriosa de uma cepa com características excelentes, aliada à utilização adequada da adição de 

substrato para estimular o processo metabólico, são abordagens viáveis e eficazes (HUANG et 

al, 2019). A bioaumentação faz parte das tecnologias ambientalmente sustentáveis empregadas 

na remoção de contaminantes orgânicos dos ecossistemas. Esta é uma abordagem persuasiva 

da biorremediação, fundamentada na introdução deliberada de bactérias com capacidades 

catalíticas desejadas em ambientes específicos, como solo, lodo ativado, sedimentos, água, 

entre outros (NZILA et al., 2016). 

 

3.5 MICRO-ORGANISMOS DEGRADADORES DE HIDROCARBONETOS 

POLICÍCLICOS AROMÁTICOS 

O petróleo é uma das matérias-primas mais importante para a produção de combustíveis 

petrolíferos (por exemplo, gasolina e querosene) e produtos de reagentes químicos (por 

exemplo, produtos farmacêuticos, solventes, fertilizantes e plásticos) (AECKERSBERG; BAK; 

WIDDEL, 1991). Devido à crescente demanda global por petróleo, cada vez mais atividades 

como exploração, extração, refino e transporte de petróleo têm sido realizadas. Ao mesmo 

tempo, cerca de metade destes produtos petrolíferos são transportados em todo o mundo por via 

https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/soil-microbial-community
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/bioaugmentation
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marítima (PRICE; SOWERS, 2004). Consequentemente, tem havido um aumento nos acidentes 

envolvendo derramamento ou vazamento de petróleo em todo o mundo, incluindo incidentes 

em poços de petróleo, oleodutos, plataformas de perfuração e navios-tanque de transporte 

(KERAMEA et al., 2021). 

Durante as últimas décadas, os especialistas concentraram-se na remediação de 

ambientes contaminados com substâncias perigosas, como resultado de uma maior 

consciencialização sobre os possíveis impactos prejudiciais da poluição na saúde humana e no 

ambiente circundante. 

A biodegradação de diversos contaminantes recalcitrantes de locais impactados com 

HPAs utilizando micro-organismos como bactérias, fungos, leveduras e algas, ganhou 

recentemente enorme interesse em todo o mundo devido à sua eficiência, respeito pelo 

ambiente, baixo custo e sustentabilidade (THACHARODI et al., 2023). Quanto à prevalência 

da capacidade de degradar hidrocarbonetos, estudos focados na atividade catabólica de várias 

populações bacterianas fornecem respostas positivas (SYDOW et al., 2016; LAWNICZAK; 

MARECIK, 2019). Foi estabelecido que os degradadores de hidrocarbonetos estão sempre 

presentes numa determinada população, independentemente de o seu habitat ter sido exposto a 

contaminações antropogénicas ou não. Esta regra geral em ecologia microbiana: “Tudo está em 

toda parte, mas o ambiente seleciona” já foi afirmada em 1934 pelo microbiologista holandês 

Martinus Wilhelm Beijerinck no início do século XX (O’MALLEY, 2008). 

A biorremediação de n-alcanos é relativamente fácil (exceto fração volátil C5 – C9), 

seguida por compostos aromáticos básicos, ou seja, xileno-isoalcanos, tolueno e benzeno, 

enquanto aromáticos e cicloalcanos se degradam mais lentamente (BENYAHIA et al., 2005; 

MARGESIN et al., 2018). As diferenças na invulnerabilidade dos HPAs à degradação 

microbiana podem ser categorizadas da seguinte forma: alcanos lineares > alcanos ramificados 

> pequenos aromáticos > alcanos cíclicos (AHMED et al., 2018). No entanto, certos compostos, 

ou seja, HPAs de maior peso molecular, não se degradam ou são muito mais recalcitrantes 

(SZULC et al., 2014). 

A classe de micro-organismos ativamente envolvidos na degradação de poluentes 

orgânicos de locais contaminados. Sabe-se que várias espécies bacterianas degradam os HPAs. 

A maioria deles, representando eficiência de biodegradação, é isolada de solo ou sedimentos 

contaminados. A descarga de resíduos petroquímicos de longo prazo abriga bactérias capazes 

de degradar consideravelmente os HPAs (HARITASH; KAUSHIK, 2009). 

https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/cycloalkane
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S001393512100325X?via%3Dihub&bib60
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S001393512100325X?via%3Dihub&bib275
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S001393512100325X?via%3Dihub&bib21
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S001393512100325X?via%3Dihub&bib293
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As bactérias presentes em locais impactados evoluíram ao longo dos anos para degradar 

ativamente os poluentes orgânicos e obter energia de locais contaminados. Sua capacidade de 

remediar ambientes impactados causados pelo derramamento de petróleo tem sido usada como 

ferramenta biotecnológica para biorremediação da poluição ambiental. A degradação do 

naftaleno e do fenantreno tem recebido mais atenção, entre várias bactérias conhecidas por 

degradarem os HPAs (REJINIEMON et al., 2022). 

Os micro-organismos hidrocarbonoclásticos são os principais agentes degradadores dos 

hidrocarbonetos aromáticos compostos provenientes do petróleo, devido às suas capacidades 

metabólicas associadas, inúmeros micro-organismos (principalmente bactérias e fungos) são 

capazes de degradar hidrocarbonetos de petróleo, utilizando-os como única fonte de carbono 

para metabolismo e energia. As bactérias são os agentes degradadores do petróleo mais ativos; 

elas funcionam como degradadores primários de uma ampla gama de constituintes alvo 

presentes no solo, na água e no lodo (BROOIJMANS; PASTINK; SIEZEN, 2009). 

Hidrocarbonetos aromáticos, incluindo benzeno, tolueno, xileno, naftaleno e fenantreno, 

apresentam capacidade de degradação tanto em condições aeróbias quanto anaeróbias. 

Aerobiamente, a degradação desses compostos geralmente inicia-se com a formação de catecol 

ou um composto estruturalmente relacionado, que serve como intermediário. O catecol 

resultante pode ser então degradado, gerando compostos que podem ser incorporados no ciclo 

do ácido cítrico, culminando na completa mineralização desses compostos em CO2. (CAO; 

NAGARAJAN; LOH, 2009). 

Catecol dioxigenases é uma classe de enzimas bacterianas contendo ferro, são exemplos 

de enzimas envolvidas na degradação aeróbia de hidrocarbonetos aromáticos. Estas enzimas 

catalisam a adição de átomos de oxigênio molecular ao 1,2-dihidroxibenzeno (catecol) e seus 

derivados, resultando na clivagem do anel aromático. Sabe-se que uma ampla variedade de 

micro-organismos utiliza enzimas como as catecol dioxigenases para a degradação de 

compostos aromáticos (TAO et al., 2006). 

Apesar de a degradação do petróleo em condições aeróbicas ocorrer mais rapidamente 

do que em condições anaeróbicas, é importante notar que a degradação anaeróbica também é 

essencial para o processo de biorremediação porque em vários casos as condições ambientais 

podem incluir limitações da disponibilidade de oxigênio, como nos manguezais, aquíferos e 

digestores de lodo (SANTOS et al., 2011). No metabolismo anaeróbio, geralmente, os 

compostos aromáticos são convertidos em benzoil-CoA, que é alvo da ação da benzoil-CoA 

redutase (HOSODA et al., 2005). Dependendo das condições ambientais, diferentes aceitadores 

terminais  de  elétrons  podem  ser  utilizados,  como  nitrato,  sulfato,  magnésio  e  Fe 
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(III); geralmente, as vias de degradação convergem para benzoil-CoA (EVANS; FERNLEY; 

GRIFFITHS, 1965). 

Micro-organismos com habilidade para degradar os hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos estão amplamente distribuídos em diversos ambientes, inclusive em áreas intocadas, 

representando até 0,1% da microbiota (MARGESIN et al., 2003; GHAZALI et al., 2004; 

CALVO et al., 2009; UAD et al., 2010; SOUZA et al., 2014; SHEN et al., 2015; VARJANI et 

al., 2015; LAMICHHANE; BAL KRISHNA; SARUKKALIGE, 2016). Entretanto, em 

ecossistemas contaminados por petróleo, os organismos degradadores de hidrocarbonetos 

podem dominar a comunidade microbiana (LEAHY; COLWELL, 1990; GREENWOOD et al., 

2009; VARJANI; UPASANI, 2016). 

Bactérias pertencentes a vários gêneros têm sido relatados como hidrocarbonoclásticos, 

exibindo potencial para degradação de diferentes frações de hidrocarbonetos petrogênicos; 

muitos desses organismos foram isolados do solo ou de ambientes aquáticos. A biodegradação 

do fenantreno foi extensivamente investigada. Os micro-organismos identificados capazes de 

utilizar fenantreno como único substrato são principalmente Pseudomonas spp (TAO et al., 

2006) e espécies Nocardioides (IWABUCHI et al., 1998; SAITO; IWABUCHI; HARAYAMA, 

2000). Além disso, espécies de Sphingomonas (PINYAKONG et al., 2003a; XIA et al, 2005 ) 

também podem degradar o fenantreno. Populações microbianas de vários gêneros foram 

detectadas em solo e água contaminados com petróleo, o que sugere a capacidade dos 

organismos de usar compostos de hidrocarbonetos como substrato para a sobrevivência 

(GAŁĄZKA; GAŁĄZKA, 2015; GHAZALI et al., 2004). 

Bactérias isoladas de água salobra capazes de degradação de hidrocarbonetos incluíam 

Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, 

Corynebacterium, Enterobacter, Escherichia, Flavobacterium, Norcadia, Pseudomonas, 

Staphylococcus e Vibrio (GHAZALI et al., 2004). Descobriu-se também que bactérias 

degradam o petróleo bruto de um curso d’água poluído e incluíam Pseudomonas fluorescens, 

P. aeruginosa, Bacillus subtilis, Bacillus spp., Alcaligenes sp., Acinetobacter lwoffi, 

Flavobacterium sp., Micrococcus roseus e Corynebacterium sp. (GHOSAL et al., 2016). Os 

gêneros degradadores de hidrocarbonetos mais importantes em ambientes de solo incluem 

Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Collimonas, 

Corynebacterium, Dietzia, Flavobacterium, Gordonia, Micrococcus, Mycobacterium, 

Nocardia, Nocardioides, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus, Sphingomonas e Variovora 

(GIUNTA et al., 2019; GUPTA; KUMAR; PAL, 2017; 

https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-006-9276-4#ref-CR11
https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-006-9276-4#ref-CR19
https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-006-9276-4#ref-CR31
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GKOREZIS et al., 2016). Porém o mais citado na literatura é o gênero Bacillus sp. por ser 

encontrado na maioria dos ambientes impactados por petróleo bruto. 

O gênero Bacillus, pertencente à família Bacillaceae, abrange 293 espécies/subespécies, 

essa categoria é notável por compreender um grupo de bactérias formadoras de endósporos em 

forma de bastonete, Gram-positivas, que podem ser aeróbias ou anaeróbias facultativas 

(PATEL; GUPTA, 2020). Os membros do gênero Bacillus são onipresentes e foram isolados 

de diversas fontes, como solo, lodo de esgoto (DEMHARTER; HENSEL, 1989), sedimentos 

oceânicos (RÜGER; FRITZE; SPRÖER, 2000) e água salina (SMIBERT et al., 1994). Eles 

demonstram notável capacidade de crescimento rápido em altas densidades e de tolerar 

condições ambientais adversas. 

O gênero Bacillus engloba tanto espécies não patogênicas (de vida livre) quanto 

patogênicas (parasitas). Exemplos de espécies não patogênicas incluem Bacillus subtilis, 

Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus pumilus, que estão intimamente 

relacionadas entre si. Cepas patogênicas notáveis são Bacillus anthracis, causador do antraz em 

seres humanos, e Bacillus cereus, associada a intoxicação alimentar (CLAUS et al., 1986). 

Espécies do gênero Bacillus são considerados potenciais agentes biorremediadores 

capazes de degradar diversos compostos tóxicos (ARORA et al., 2016; SINGH et al., 2016; 

XIAO et al., 2017). Estudos prévios também documentaram a degradação de vários compostos 

xenobiótico, recalcitrantes e metais pesados pelos membros do gênero Bacillus (BIROLLI et 

al., 2016; UPADHYAY et al., 2017; ARORA et al., 2018; DÍEZ-MÉNDEZ et al., 2019). Wang 

et al. (2019) relataram a eficiente biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo por Bacillus 

subtilis BL-27. Viesser et al. (2020) isolaram novas cepas de Bacillus thuringiensis e Bacillus 

subtilis capazes de degradar petróleo na rizosfera de Panicum aquaticum, utilizando 

hidrocarbonetos de petróleo como única fonte de carbono e energia. 

 

3.6 CULTIVO DE BACTÉRIAS DEGRADADORAS DE HPAs EM ESTAÇÕES DE 

TRATAMENTO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS 

O setor petroquímico não se diferencia de outras indústrias químicas no que diz respeito 

ao descarte de efluentes e rejeitos industriais, e, por muitos anos, substâncias nocivas líquidas, 

sólidas e gasosas foram e estão sendo lançadas pelo homem ao meio ambiente de forma 

descontrolada, sem nenhuma forma de tratamento ou processamento (MAACHA; 

BOUZEERNA. CHETTIBI, 2005). Os efluentes e rejeitos gerados pela indústria petroquímica 

representam uma preocupação ambiental significativa devido aos seus impactos adversos no 
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ecossistema e na saúde humana. Esses resíduos, muitas vezes contaminados por substâncias 

tóxicas, resultantes de processos de produção e podendo ter efeitos devastadores se não forem 

adequadamente tratados, exigindo o desenvolvimento de estratégias de remediação desses 

efluentes (JAIN et al., 2022). 

A composição complexa dos efluentes petroquímicos inclui hidrocarbonetos, metais 

pesados e compostos orgânicos persistentes, que podem infiltrar no solo, contaminar os corpos 

d'água e afetar os ecossistemas aquáticos (UZOEKWE; OGHOSANINE, 2011). A liberação 

descontrolada desses poluentes contribui para a degradação da qualidade da água, prejudicando 

a flora e fauna locais e, em última instância, prejudicando a saúde humana quando a água 

contaminada é consumida (VARJANI, 2017). 

Os efluentes gerados pelo processamento de petróleo são geralmente derivados do 

refino do óleo e da fabricação de produtos de alto valor agregado, sendo compostos por resíduos 

de óleo, graxas, além de uma grande variedade de compostos orgânicos tóxicos (EL-NAAS; 

ALHAIJA; AL-ZUHAIR, 2014). Tal processo também consome uma imensa quantidade de 

água que, por sua vez, gera um imenso volume de águas residuais, se transformando em uma 

perigosa fonte de poluição ambiental (SINGH; SHIKHA, 2018). 

Em estações de tratamento de efluentes, os micro-organismos presentes naturalmente 

desempenham papel fundamental na degradação e remoção de resíduos orgânicos poluentes e 

tóxicos ao meio ambiente, sendo utilizados atualmente em tratamentos complementares para 

degradação em efluentes ricos em óleos, gorduras e compostos orgânicos de lenta 

decomposição nas condições naturais do ambiente encontradas (SILVA-BEDOYA et al., 

2016). O tratamento biológico de águas residuárias, sejam efluentes industriais ou residenciais, 

constitui importante e próspera indústria global, sendo essencial para o desenvolvimento 

industrial sustentável, já que apresentam remoção eficientes de poluentes, derivadas do aumento 

de populações de micro-organismos nestes ambientes (WANG et al., 2018). 

A ETE Multifabril, localizada em Jaboatão dos Guararapes e inaugurada em 1980, 

desempenha um papel crucial no manejo ambiental da região, proporcionando tratamento eficaz 

para diversos tipos de efluentes industriais de uma área densamente industrializada 

(MEDEIROS, 2014). O complexo industrial ao redor da ETE Multifabril inclui desde pequenas 

fábricas até grandes plantas de produção, abrangendo setores como produção de embalagens 

plásticas, têxtil, alimentos e metalurgia, apresentando desafios significativos em termos de 

gestão ambiental no que diz respeito ao tratamento de efluentes industriais, já que cada indústria 

lança grupos particulares de poluentes resultados de seus processos (ARAÚJO, 2024). Contudo, 
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a ETE Multifabril destaca-se por sua capacidade de processar uma ampla gama de efluentes, 

adaptando-se às especificidades de cada tipo de indústria, onde, por conta das matérias-primas 

usadas pelas indústrias, acabam possuindo uma grande fração de derivados de petróleo em sua 

composição, condicionando os micro-organismos à degradar tais compostos e criando 

condições e propriedades semelhantes às encontradas em efluentes de processamento de 

petróleo (DA SILVA, 2024). 

A capacidade da ETE Multifabril de cultivar micro-organismos com potencial para a 

biorremediação de compostos recalcitrantes oferece uma solução ecologicamente sustentável e 

eficaz para a remoção de poluentes. Ao isolar cepas bacterianas específicas do lodo da estação, 

é possível desenvolver técnicas de biorremediação, promovendo a recuperação de ambientes 

impactados por derramamentos de petróleo e outros contaminantes industriais (ATYA 

KAPLEY; THIERRY DE BAÈRE; PUROHIT, 2007). Este processo não apenas melhora a 

qualidade ambiental, mas também representa uma abordagem mais segura e sustentável em 

comparação com os métodos tradicionais de tratamento físico ou químico além de ser uma 

alternativa de local para a obtenção de micro-organismos de interesse para biorremediação em 

comparação aos efluentes petroquímicos por conta da maior disponibilidade.e facilidade de 

acesso (SINGHA; PANDEY, 2021). 

Um dos principais benefícios dos micro-organismos nas estações de tratamento de 

efluentes é sua capacidade natural de degradar poluentes orgânicos simples e complexos como 

os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos. Esses micro-organismos atuam como agentes 

decompositores, transformando resíduos industriais, produtos químicos e matéria orgânica em 

compostos mais simples e menos tóxicos. Esse processo é crucial para reduzir a carga poluente 

dos efluentes, garantindo que a água liberada de volta ao meio ambiente seja mais limpa e 

segura (WEI et al., 2019). 

Por conta da diversidade de componentes presentes em efluentes de indústrias de 

diversos setores, várias espécies de micro-organismos já foram detectadas efetuando a 

degradação de substâncias de alto poder de poluição e persistência no ambiente, como 

hidrocarbonetos aromáticos em geral, sendo os principais contaminantes presentes em efluentes 

do setor petrolífero (THANGARAJ; KAPLEY; PUROHIT, 2007). Os micro-organismos 

aeróbios e anaeróbios presentes nas estações de tratamento são capazes de converter esses 

hidrocarbonetos em compostos mais simples e menos tóxicos por meio de processos 

metabólicos específicos, utilizando uma grande variedade de compostos orgânicos presentes no 

meio como fontes de carbono e doadores de elétrons para a produção de energia para as células 

(SHOKROLLAHZADEH et al., 2008). Bactérias como Pseudomonas sp e Bacillus sp, por 

https://www.frontiersin.org/journals/environmental-science/articles/10.3389/fenvs.2024.1354422/full#B99
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exemplo, demonstram habilidades notáveis na degradação de hidrocarbonetos complexos 

encontrados no petróleo. Esses micro-organismos, quando isolados de estações de tratamento 

de efluentes, podem ser cultivados e aplicados em sistemas especializados para acelerar a 

quebra de compostos petrolíferos (KUYUKINA; KRIVORUCHKO; IVSHINA, 2020). 

As estações de tratamento de efluentes industriais tornam-se potenciais soluções para 

prevenir a contaminação com hidrocarbonetos ou remediar acidentes que possam ocorrer no 

setor. Diversos micro-organismos, especialmente bactérias aeróbias ou anaeróbias, podem ser 

isolados de estações de tratamento com o objetivo de degradar componentes pré-selecionados 

de acordo com seu metabolismo. A biodegradação de compostos de petróleo por micro- 

organismos envolve uma variedade de mecanismos metabólicos adaptativos. 
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4 METODOLOGIA 
 
 

4.1 COLETA E CARACTERIZAÇÃO DO LODO EM ESTUDO 

 
A Estação de Tratamento de Efluentes Multifabril - ETE Multifabril está localizada nas 

coordenadas geográficas 8º10’58.2 “S e 35º02’60.7” W, operada conjuntamente pela 

COMPESA e BRK Ambiental, com o início das operações na década de 1980 no bairro de 

Santo Aleixo, município de Jaboatão dos Guararapes, dentro do Complexo Industrial 

Multifabril, a Figura 7 apresenta a localização da ETE Multifabril e do completo industrial, no 

município de Jaboatão dos Guararapes. A ETE faz parte do complexo industrial de Jaboatão 

que abrange 15 segmentos, incluindo indústria alimentícia, metalurgia, usinagem, refrigeração, 

papelaria, marcenaria, produtos gráficos, tintas e solventes, produtos galvanizados, polímeros, 

entre outros. Além disso, o esgoto doméstico das indústrias também é integrado à rede coletora, 

tornando o efluente que chega à ETE complexo e diversificado. 

 

Figura 6: Localização da ETE Multifabril e do complexo industrial, no município de Jaboatão 

dos Guararapes 

 

 
Autor: Autora (2024) 

 

 

Ela é equipada com uma unidade de pré-tratamento físico e três unidades de tratamento 

biológico. O pré-tratamento consiste em uma grade de barras, seguida por uma calha Parshall 

com medidor de vazão ultrassônico acoplado. O tratamento biológico é composto por três 
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lagoas que operam em série como apresentado na Figura 8 Lagoas da Estação de Tratamento 

de Efluentes e o ponto de coleta do inóculo da lagoa 1. Inicialmente, as lagoas foram projetadas 

para operar com duas lagoas facultativas em série, visando a remoção de matéria orgânica, 

seguidas por uma lagoa de maturação para eliminar a matéria orgânica residual, coliformes 

totais e termotolerantes. No entanto, devido à recepção de efluentes com alto teor de matéria 

orgânica, sólidos suspensos, óleos e graxas, além de outros resíduos, aumentou de forma 

considerável a carga orgânica do sistema e por conta disso a primeira lagoa é caracterizada 

como anaeróbia, segunda lagoa microaerada e terceira lagoa facultativa. 

 

Figura 7: Lagoas da Estação de Tratamento de Efluentes e o ponto de coleta do inóculo 

 

Autor: Pereira (2024) 

 

 

4.2 DESENVOLVIMENTO DA ESTRATÉGIA DE COLETA DE AMOSTRA 

 

 

A coleta de 1 litro do inóculo na lagoa 1 foi realizada utilizando um braço de coleta de 

aço inoxidável com 3,0 metros de comprimento, permitindo a amostragem a uma profundidade 

de 2 metros. O uso do braço de coleta foi necessário devido às restrições de acesso à lagoa, 

resultantes da alta vazão de matéria orgânica presente na lagoa 1. Esta abordagem foi adotada 

com o objetivo de coletar biomassa na região mais próxima à entrada do afluente do sistema de 

tratamento, onde se esperava uma maior carga orgânica e concentração elevada de compostos 
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tóxicos. Após a coleta do lodo da lagoa em estudo, o material foi armazenado sob refrigeração 

a -20°C por 6 meses antes de ser utilizado, sem a necessidade de qualquer pré-tratamento 

adicional, exceto pela elutriação de 50 mL deste mesmo lodo para realizar o isolamento 

bacteriano. 

4.3 PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS DA LAGOA 

 

 

Em relação às características físico-químicas do lodo em análise, foram empregadas as 

informações e dados obtidos no relatório final de atividades da estudante bolsista MAI/DAI 

Naianny Thaís Monteiro, onde foram descritos dados sobre a lagoa 1 em estudo. 

 

Tabela 2: Parâmetros físico-químicos da Lagoa 1 
 

Variáveis Valor 

 

pH 

 

6,91 

Oxigênio dissolvido (mgO2/L) 0,04 

Condutividade elétrica (mS/cm) 0,47 

Potencial redox (mV) -285,2 

Temperatura (º C) 35,8 

Fonte: Monteiro (2022) 

 

Observou-se um leve decréscimo no pH nessa lagoa, sugerindo a possibilidade de que 

os processos metabólicos ocorridos nesse ambiente estejam consumindo componentes 

responsáveis pela alcalinidade do meio. Os dados de potencial redox e oxigênio dissolvido 

indicam que a lagoa 1 atua como um reator anaeróbio, conforme evidenciado pelo valor 

próximo a -300 mV, característico de reatores anaeróbios (NGUYEN et al., 2018). Além disso, 

a quase inexistência de oxigênio dissolvido da lagoa 1 apoia essa interpretação. 

4.4 MÉTODO DE ISOLAMENTO BACTERIANO 

 

O isolamento bacteriano foi realizado no laboratório de saneamento ambiental - LSA, 

localizado na Universidade Federal de Pernambuco – Recife. O procedimento de preparo da 

amostra de lodo incluiu três repetições de elutriação com água corrente (para retirada das 

impurezas) e centrifugação a 5000 rpm por 5 minutos. 

Para o isolamento bacteriano, foi preparado um meio de cultura Zobell adaptado, com 

pH 7. O meio original baseia-se na utilização de água do mar, contendo naturalmente seus sais 
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minerais, no entanto, para este estudo, uma versão adaptada do meio foi empregada, utilizando- 

se sais minerais conforme descrito na Tabela 3, com suas concentrações específicas 

determinadas. 

 

Tabela 3: Concentrações do meio marinho 2216 adaptado para utilização no processo de 

isolamento bacteriano do inóculo da lagoa 
 

 

Composto Concentração (g/L) 

Peptona 5,0 

Extrato de levedura 1,0 

Citrato de ferro 0,1 

Cloreto de sódio 19,45 

Cloreto de magnésio 8,8 

Sulfato de sódio 3,24 

Cloreto de cálcio 1,8 

Cloreto de potássio 0,55 

Bicarbonato de sódio 0,16 

Brometo de potássio 0,08 

Cloreto de estrôncio 0,034 

Ácido bórico 0,022 

Silicato de sódio 0,004 

Fluoreto de sódio 0,0024 

Nitrato de amônio 0,0016 

Fosfato de sódio monobásico 0,008 

Ágar 15 

Água destilada 1000 mL 

 

Fonte: ZoBell e Johnson (1948) 

 

Para o processo de plaqueamento, foram empregadas placas de petri com dimensões de 

100x15mm, juntamente com alças descartáveis estéril de 10 μl. O procedimento de 

plaqueamento foi conduzido dentro de uma cabine de fluxo laminar (Pachane modelo Pa410 

Eco, Classe II tipo A1). O procedimento de início do plaqueamento consistiu no estriamento de 

10 μl do Lodo da Lagoa em estudo em placas de petri com o ágar presente nas placas que foi 

preparado com o meio adaptado, deixando essas placas dentro de uma estufa de cultura 

bacteriológica (SolidSteel) a 37ºC por 72h horas. Na sequência, três novas placas foram 

repicadas a partir das placas iniciais e novamente deixadas em estufa bacteriológica por 72h a 

37ºC uma vez que era notada apenas uma única cepa bacteriana com morfologia única como 

apresentado na Figura 9 Procedimento do plaqueamento e isolamento microbiano, e então a 

cepa isolada foi submetida aos procedimentos de identificação presuntiva: coloração pelo 
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método de Gram com a finalidade de distinguir a bactéria em dois grupos Gram-positiva ou 

Gram-negativo. 

 

Figura 8:Procedimento de plaqueamento e isolamento microbiano 
 

 

 

Estria múltiplas 

 

 

 

Repique a partir do 

estriamento múltiplos 

Processo de estriamento e repique utilizando o 

Lodo da Lagoa em estudo em três Placas de Petri. 

 

Estufa bacteriológica 37ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

Cepa isolada, depois de 72 horas dentro da 

estufa bacteriológica a 37ºC. 

 

Fonte: Autora (2024) 

 

4.5 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA - COLORAÇÃO DE GRAM 

 

 

A caracterização microscópica da bactéria foi realizada por meio do Kit Conjunto 

Coloração de Gram - 4 X 500 mL – Renylab, possibilitando sua visualização sob microscopia 

óptica. 

No processo metodológico, um esfregaço foi preparado na placa de petri contendo a 

cepa isolada e transferido para uma lâmina de vidro. O esfregaço foi realizado utilizando uma 

alça descartável estéril de 1μl, garantindo a coleta adequada da cepa isolada. Em seguida, o 

esfregaço foi fixado pelo calor, utilizando-se o bico de bunsen, para assegurar a adesão da 

bactéria à lâmina. No entanto, é crucial evitar a exposição prolongada da lâmina ao calor do 

bico de bunsen, uma vez que a alta temperatura pode afetar a estrutura da bactéria e 

comprometer os resultados. Todo esse procedimento foi conduzido em cabine de fluxo laminar. 

Após o preparo das lâminas já fora da cabine de fluxo laminar, a coloração de Gram foi 

iniciada com a aplicação de 3 mL de cristal violeta sobre as lâminas. Em seguida, a lâmina foi 

superficialmente lavada com água corrente e, posteriormente, coberta com 3 mL de lugol, 
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deixando agir por 1 minuto. Após nova lavagem com água corrente, a lâmina foi coberta com 

3 mL de álcool acetona, deixando agir por 15 segundos. Após nova lavagem com água corrente, 

a lâmina foi coberta com 3 mL de fucsina fenicada ou safranina, deixando agir por 30 segundos. 

Finalmente, a lâmina foi novamente lavada com água corrente e deixada secar por 10 minutos 

em temperatura ambiente. Para a análise final, a lâmina foi examinada em um microscópio 

binocular da Olympus modelo BX41TF, utilizando uma gota de óleo de imersão na lâmina e a 

objetiva de 100X como descrito na Figura 10 que apresenta etapas da técnica de coloração de 

gram. 

Figura 9: Etapas da técnica de Coloração de Gram 

 

Fonte: Autora (2024) 

 

4.6 MÉTODO DE ENRIQUECIMENTO 

 
Foram empregados os seguintes compostos: Metanol (grau HPLC), adquirido da 

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA, fenantreno (C14H10, peso molecular 178,23 g/mol, CAS 

# 85-01-8) com pureza de 98%, também fornecido pela Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA, 

Hexano (padrão analítico) fornecido pela Química Moderna, Richard Bublitz, Vieira, Jaragua 

do Sul, SC, BR, e Acetona, também fornecida pela Química Moderna, Richard Bublitz, 

Vieira, Jaragua do Sul, SC, BR. 

Após o isolamento, o enriquecimento bacteriano foi conduzido utilizando 14 frascos de 

vidro com volume de 100 mL, contendo 25 mL de meio marinho adaptado conforme ZoBell e 

Johnson (1948) com pH 7. Este meio não inclui peptona, extrato de levedura ou ágar diferente 
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do meio ATCC 2216 citado na etapa de isolamento que tem esses compostos com a finalidade 

de crescimento das bactérias através de fontes de carbono. Em cada frasco, foi adicionado 500 

μl de fenantreno. O fenantreno cristalizado da marca Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA onde 

foi pesado em uma balança analítica da marca Bel Engineering, resultando em 0,1258g, e 

dissolvido em 10 mL de metanol da marca Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA em um béquer 

de vidro de 25 mL. Este procedimento foi realizado dentro de uma capela de exaustão utilizando 

uma pipeta automática de 1 mL, observando-se que 10 mL de metanol foram suficientes para 

dissolver a quantidade de fenantreno pesado. 

Dois quadrantes de 5 cm x 5 cm da cepa isolada foi inserido em cada um dos 14 frascos 

de vidro de 100 mL, os quais foram vedados com algodão hidrofóbico, e mantidos sob agitação 

em uma incubadora horizontal A0 – 370 da Gehaka) a 200 rpm a 30°C por um período de 7 

dias com objetivo de crescimento de células bacterianas, como apresentado na Figura 11 

enriquecimento microbiano proveniente da cepa isolada. 

 

Figura 10: Enriquecimento microbiano proveniente da cepa isolada 

 

Fonte: Autora (2024) 

 

 

4.7 MONTAGEM DE REATORES BIOLÓGICO AERÓBIO 

 

A biomassa enriquecida, presente nos 14 frascos de vidro de 100 mL, foi completamente 

transferida para um béquer de vidro de 500 mL para garantir a uniformidade da biomassa. Essa 

medida é necessária devido à possibilidade de crescimento desigual das bactérias em diferentes 

frascos, o que resultaria em variações na quantidade de biomassa. Posteriormente, 50 mL dessa 

biomassa foram transferidos para 7 tubos falcon de 50 mL, onde foram concentrados por meio 

de centrifugação a 5000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente, repetindo o processo por 

três vezes. O pellet resultante foi então lavado com solução salina de NaCl (0,9%) para remover 

o fenantreno utilizado no método de enriquecimento. 
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Para os testes de degradação do fenantreno, foram preparados 3 Erlenmeyers de 1L 

como reatores aeróbio biológico.Cada Erlenmeyer continha 396 mL de meio de cultura 

adaptado conforme descrito por ZoBell e Johnson (1948) com pH 7, sem a adição de ágar, 

extrato de levedura ou peptona, conforme especificado na Tabela 4. Aos Erlenmeyers foram 

adicionados 45 mL do inóculo enriquecido, previamente concentrado e lavado com solução 

salina de NaCl (0,9%) para remoção do fenantreno utilizado no método de enriquecimento. 

Além disso, foi adicionado 100 mg/L de fenantreno, proveniente de uma solução estoque de 

5000 mg/L, resultando em um volume final de 450 mL do meio reacional por fim foram vedados 

com algodão hidrofóbico e deixados em uma incubadora shaker de bancada com agitação 

orbital (Nova Instrument) a 160 rpm na temperatura em 30ºC. A incubação ocorreu sem 

interrupções. 

 

Tabela 4: Concentrações do meio líquido 2216 adaptado para utilização na montagem dos 

reatores. 
 

Composto Concentração (g/L) 

Citrato de ferro 0,1 

Cloreto de sódio 19,45 

Cloreto de magnésio 8,8 

Sulfato de sódio 3,24 

Cloreto de cálcio 1,8 

Cloreto de potássio 0,55 

Bicarbonato de sódio 0,16 

Brometo de potássio 0,08 

Cloreto de estrôncio 0,034 

Ácido bórico 0,022 

Silicato de sódio 0,004 

Fluoreto de sódio 0,0024 

Nitrato de amônio 0,0016 

Fosfato de sódio monobásico 0,008 

Fenantreno 100  mg/L 

Água destilada 1000 mL 

 
Fonte: ZoBell e Johnson (1948) 

 

Durante o experimento, foram retiradas alíquotas de 10 mL e 5 mL em intervalos 

regulares de tempo: 0, 3, 7, 14, 20, 25 e 30 dias. Essas alíquotas foram coletadas com o auxílio 

de uma pipeta automática de 5 mL, dentro de uma capela de exaustão utilizando-se o bico de 

bunsen para evitar contaminação, e armazenadas em tubos de ensaio de vidro de 10 mL. As 

amostras de 10mL foram mantidas a -20°C na geladeira para análises subsequentes de 

degradação do fenantreno. 
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4.8 AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO BACTERIANO 

 

 

Para determinar o crescimento bacteriano na presença de fenantreno foi utilizada a 

alíquota de 5 mL. A alíquota foi transferida para um tubo falcon de 50 mL e diluída na 

proporção de 1:4 com água destilada. A mistura foi agitada por 2 minutos em um agitador vortex 

para homogeneização. O crescimento bacteriano foi medido utilizando um espectrofotômetro 

da marca Manufactureal Merck KGaA, D-64293 Darmstadt Germany – Spectroquant Prove 

300. Para a leitura, foi utilizada uma cubeta de quartzo de 10 mm da marca Kasvi, com um 

volume de 3,5 mL, a um comprimento de onda de 660 nm. Os 4 mL restantes da amostra foram 

armazenados a -20°C na geladeira, para o caso de necessidade de amostras adicionais. 

 

4.9 MONITORAMENTO DA DEGRADAÇÃO DO FENANTRENO 

 

 

As análises cromatográficas para o monitoramento da degradação do fenantreno foram 

realizadas utilizando um cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE) da Shimadzu, modelo 

LC20AT, configurado com sistema de bombas quaternárias, degaseificador da fase móvel, 

sistema de injeção automática de amostras, compartimento termostatizado para a coluna 

analítica, detector de arranjo de diodos (DAD) e detector de índice de refração (RID). Foi 

empregada uma coluna C18 (LiChrospher® 100 RP-18 endcapped, 5 μm, LiChroCART® 250- 

4) para separação dos componentes. A fase móvel é composta por acetonitrila (20%) e água 

(80%), sendo injetado um volume de 20 μL da amostra, a temperatura foi de 30ºC. 

 

4.10 PROCEDIMENTO ANALÍTICO PARA DETERMINAÇÃO DO FENANTRENO 

 

 

Devido à complexidade do processo de extração do fenantreno, foi necessária uma 

adaptação da metodologia para sua quantificação, seguindo a abordagem descrita por Samanta 

et al. (1999). Esta adaptação envolveu a técnica de extração líquido-líquido, na qual foram 

eliminadas duas etapas do método original. A primeira etapa dispensada foi o ajuste do pH para 

cerca de 2 com HCl 2-N, uma vez que essa etapa não se mostrou relevante para a extração 

eficiente do fenantreno. A segunda etapa eliminada foi a adição de cloreto de sódio para 

absorver a água presente no meio líquido. Foi observado que a presença de água no meio não 

interferiu no processo de extração do fenantreno, uma vez que este é insolúvel em água. Dessa 

forma, a adição de cloreto de sódio mostrou-se desnecessária. A separação da fase líquida 
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(orgânica) e aquosa pôde ser facilmente visualizada a olho nu, pois o fenantreno se concentra 

na fase orgânica, enquanto a fase aquosa contém apenas água utilizada na preparação do meio 

marinho ATCC 2216. 

Das alíquotas de 10 mL retiradas periodicamente para avaliação da degradação do 

fenantreno, 1 mL de cada uma foi reservado para a realização da extração líquido-líquido, 

conforme método adaptado de Samanta et al. (1999). Inicialmente, a amostra de 10 mL retirada 

dos reatores ao longo do experimento, com duração de 30 dias, foi submetida à centrifugação 

para homogeneizar a amostra. Em seguida, utilizando uma pipeta automática de 5 mL, foi 

retirado 1 mL da amostra e os 9 mL restantes voltaram para a geladeira -20ºC para caso precise 

utilizar futuramente e após isso o 1 mL retirado como citado anteriormente foi transferido para 

um tubo de ensaio de vidro de 10 mL. Neste tubo de ensaio de vidro de 10 mL, foram 

adicionados hexano e acetona na proporção de 4:1, pois o fenantreno é insolúvel em água e 

requer um solvente adequado para a solubilização. Este procedimento foi realizado em 

triplicata. As amostras foram então agitadas em um vórtex por 2 minutos e centrifugadas a 5000 

rpm por 4 minutos a uma temperatura ambiente. 

Utilizando uma pipeta de Pasteur de vidro, 1 mL da fase orgânica contendo fenantreno, 

hexano e acetona na proporção de 4:1, foi transferido para outro tubo de ensaio de vidro de 10 

mL. Este procedimento foi repetido três vezes para cada triplicata, garantindo a máxima 

recuperação do fenantreno para a posterior determinação. 

Por fim, os tubos de ensaio contendo a fase orgânica foram identificados e deixados 

abertos em um estande de polipropileno na capela de exaustão por 96 horas em temperatura 

ambiente para permitir a evaporação do hexano e acetona, que são solventes voláteis, ao longo 

de um período de 4 dias. Após esse período, 2 mL de metanol foram adicionados aos tubos de 

ensaio de vidro com auxílio de uma pipeta automática de 5 mL para ressuspender o fenantreno 

adsorvido nas paredes dos tubos de ensaio de vidro. A solução resultante foi então submetida à 

agitação em vórtex por mais 2 minutos e filtrada utilizando um filtro de celulose regenerada 

com porosidade de 0,22 µm, da marca analítica. A amostra filtrada foi transferida para vials de 

vidro de 1,5 mL da marca Duran Wheaton Kimble e identificado para posteriormente ser 

injetada no CLAE (Shimadzu, modelo LC20AT) para análise quantitativa do fenantreno. 

 

4.11 EXTRAÇÃO DE DNA E SEQUENCIAMENTO 16S 

 

 

As células obtidas através de cultura em meio líquido marinho ATCC 2216, adaptado 

conforme protocolo descrito por ZoBell e Johnson (1948) e suplementado com 500μl de 
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fenantreno amostras que foram obtidas da etapa de enriquecimento bacteriano, foram 

submetidas à análise de sequenciamento 16S. Para isso, dois quadrantes de 5cm x 5cm contendo 

a cepa isolada, previamente cultivada em placa de petri, foram transferidos para 14 frascos de 

vidro com volume de 100mL. Cada frasco continha 25 mL do meio líquido mencionado e foi 

vedado com algodão hidrofóbico. Os frascos foram mantidos sob agitação horizontal em um 

agitador da marca Gehaka modelo A0-370, por um período de 7 dias, a uma velocidade de 180 

rpm e temperatura constante de 37ºC, sem exposição à luz, com o propósito de estimular o 

crescimento das células bacterianas. 

Para a extração do DNA, realizou-se uma concentração das células presentes na etapa 

de enriquecimento. Para este fim, 50 mL da amostra foram centrifugados em um tubo Falcon 

de 50mL a 10.000 x g por 25 minutos utilizando uma centrífuga da marca Hermle modelo Z 

206 A. Após este processo, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet formado 

foi ressuspendido em 250 µL de água deionizada para posterior utilização na extração do DNA. 

A extração do DNA total foi conduzida em amostras do pellet concentrado utilizando 

o kit DNeasy® PowerSoil® (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo o protocolo recomendado 

pelo fabricante. Posteriormente, a amostra foi quantificada utilizando o espectrofotômetro 

NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Walthan, EUA) que permitiu estimar a 

concentração do DNA extraído e determinar as razões de absorbância 260.280-1 e 260.230-1. 

A razão de aproximadamente 1.8 da razão 260.280-1 foi considerada indicativa de 

pureza para a amostra de DNA, cuja concentração foi medida em 321.1 ng/μl, com um volume 

final de 50 μl. O DNA extraído foi então armazenado a -80°C em um tubo eppendorf de plástico 

de 1,5mL dentro de uma caixa de isopor contendo 1kg de gelo seco e posteriormente a amostra 

foi enviada para sequenciamento genômico de DNA na empresa NGS Soluções Genômicas, 

Piracicaba/São Paulo, Brasil), utilizando a plataforma MiSeq Illumina usando metabarcoding 

aplicado a região hipervariável V3 e V4 do gene 16S rRNA. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

A seguir, serão apresentados os resultados e discussão desta pesquisa. Os resultados 

estão segmentados da seguinte forma: amostra isolada do lodo da lagoa 1 da Estação de 

Tratamento de Efluentes, isolamento e caracterização morfológica da cepa isolada, reatores 

biológicos aeróbios, sequenciamento genômico 16S da cepa isolada, biodegradação de 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, descrição da rota metabólica para degradação 

bacteriana aeróbia do fenantreno e potencial de Estação de Tratamento de Efluentes como fonte 

de bactérias degradadoras de compostos oriundos do petróleo. 

 

5.1 AMOSTRA ISOLADA DO LODO DA LAGOA 1 

 

 

A Estação de Tratamento de Efluentes Multifabril está situada em uma localização 

estratégica, permitindo a recepção de efluentes provenientes de 15 diferentes indústrias, bem 

como do efluente doméstico originado dos escritórios associados a essas indústrias. Entre essas 

indústrias, destacam-se aquelas envolvidas na fabricação de tintas, policloreto de vinila (PVC), 

papel, iogurtes, ferragens, lavanderias e metalurgia. 

A lagoa 1 da ETE é notavelmente caracterizada por apresentar uma camada espessa de 

matéria orgânica e resíduos compostos por óleos e graxas cobrindo praticamente toda a sua 

superfície. Essa condição resulta em tamponamento parcial e na formação de zonas mortas, 

prejudicando a troca de calor e gases entre a zona limnética e o ambiente externo. 

Devido às características singulares observadas na lagoa 1, esta foi selecionada como o 

foco principal de investigação neste estudo. Inicialmente, o lodo contido em um tubo Falcon de 

50 mL foi submetido a elutriação com água corrente, visando a remoção de impurezas 

presentes. Posteriormente, foi centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos. Essas etapas foram 

repetidas três vezes para garantir a eficiência do processo. Em seguida, procedeu-se ao 

isolamento de uma cepa bacteriana a partir do lodo coletado na lagoa 1, conforme 

esquematizado na Figura 12 superfície da lagoa 1 apresentando espessa camada de matéria 

orgânica, com o objetivo de isolar uma bactéria capaz de degradar o fenantreno. 
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Figura 11: Superfície da lagoa 1 apresentando espessa camada de matéria orgânica 

 

Referência: Autora (2024) 

 

 

 

5.2 ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DA CEPA ISOLADA 

 

 

 

A cepa bacteriana isolada da lagoa 1 foi submetida à caracterização da colônia (análise 

macroscópica) e morfologia celular (análise microscópica) por meio da técnica de coloração de 

Gram, utilizando o Kit Conjunto Coloração de Gram - 4 X 500 mL – Renylab. A Figura 13 

apresenta a cepa isolada – análise macroscópica (a) e morfologia celular- análise microscópica 

(b), que foi identificada como Gram-positiva e em forma de bacilo. 

As bactérias Gram-positivas são aquelas que retêm o corante cristal violeta durante a 

coloração de Gram, resultando em uma coloração roxa ao microscópio óptico. Essa propriedade 

decorre da espessura da parede celular, predominantemente composta por peptidoglicano, 

formando uma camada densa em torno da membrana citoplasmática (LIBENSON; MCILROY, 

1955). 

Após a coloração de Gram, essas bactérias são geralmente observadas como cocos 

(células esféricas) ou bacilos (células em forma de bastonete), como é o caso da bactéria isolada 

neste estudo sob o microscópio. Exemplos comuns de bactérias Gram-positivas incluem os 

gêneros Staphylococcus sp, Streptococcus sp, Clostridium sp e Bacillus sp (MANAFI; 

KNEIFEL, 1990). 

Silva (2022) 
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Adicionalmente, observou-se a ausência de crescimento de outras bactérias com 

morfologia distinta na placa de petri. Não foram registradas alterações de cor além do branco, 

característico da coloração da bactéria crescida na placa. Esses achados corroboram com o 

isolamento de uma única cepa bacteriana. 

 

Figura 12: Cepa isolada - análise macroscópica (a) e Morfologia celular - análise microscópica 

(b) 

 

 

 
Fonte: Autora (2024) 

 

 

 

5.3 REATORES BIOLÓGICOS AERÓBIOS 

 

 

 

O tempo total de cada análise no Cromatografia Líquida de Alta Eficiência é de 8,5 

minutos, empregando uma fase móvel composta por acetonitrila (20%) e água (80%). O pico 

correspondente ao fenantreno é detectado em aproximadamente 7,5 minutos de retenção. As 

concentrações de fenantreno foram determinadas utilizando um comprimento de onda de 24nm, 

o qual demonstrou uma resposta nítida. 

Apesar da concentração teórica adicionado aos reatores ser de 100 mg/L de fenantreno, 

a concentração inicial mensurada em CLAE foi de 43,2 ± 4,5 mg/L, havendo assim uma perda 

de 56,8 mg/L ao longo da preparação da amostra. Logo no início do experimento, 

aproximadamente no 7º dia, verificou-se que 49,4% do fenantreno foi adsorvido no sistema, 

tornando-se indisponível para a degradação bacteriana. Esse fenômeno pode ser atribuído às 

etapas prolongadas necessárias para a extração do fenantreno, que requeriam uma espera de 4 

(a) (b) (b) 
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dias para a evaporação do solvente, deixando apenas o fenantreno a ser suspenso na sequência. 

Esse procedimento prolongado provavelmente favoreceu a perda do fenantreno, corroborando 

sua aderência ao tubo de ensaio de vidro. Posteriormente a esse período notou-se o processo de 

dessorção do fenantreno alcançando a concentração de 36,88 mg/L no final do experimento a 

eficiência de remoção encontrada foi de 26,7% nos 30 dias. Como pode ser observado na Figura 

14 apresenta o perfil de eficiência de remoção do fenantreno. 

 

Figura 13: Perfil de eficiência de remoção do fenantreno 
 

 

Fonte: Autora (2024) 

 

 

A análise dos resultados obtidos a partir da observação da bactéria isolada revelou que, 

a partir do sétimo dia, iniciou-se o processo de dessorção. Esse evento foi acompanhado por 

uma estabilização na concentração bacteriana ao longo de um período de 30 dias, durante o qual 

ocorreu o processo de biodegradação. Notavelmente, a bactéria isolada demonstrou uma 

capacidade de degradação de 26,7% do contaminante em questão, o fenantreno, ao longo desses 

30 dias. 

A observação de uma perda de 56,8 mg/L de fenantreno disponível no meio, 

representando uma perda significativa pode ter sido atribuída por conta da adsorção do 

composto ao vidro, onde o fenantreno, assim com outros HPAs, é propenso a interagir com 
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superfícies sólidas como o vidro, que foi utilizado ao longo do experimento e principalmente 

durante o período de incubação. 

Esse fenômeno reduz a biodisponibilidade do composto e torna o processo de 

biodegradação mais lento. Diversos estudos documentaram perdas de massa devido à forte 

afinidade dos HPAs com superfícies de vidro durante o estabelecimento do equilíbrio (CARMO 

et al., 2000; ACKERMAN; HURTUBISE, 2000; POERSCHMANN et al., 2000). colocar nas 

referências. 

A metodologia experimental também fez o uso de um agitador horizontal (shaker) e de 

um meio líquido rico em sais e íons onde, segundo Quian, Posch e Schmidt (2011), são dois 

dos fatores que mais contribuem para as perdas no ambiente laboratorial, já que o sistema foi 

constantemente agitado no período de 30 dias de incubação, aumentando significativamente a 

área de contato do meio líquido com o vidro, onde ocorre a transferência. Já a presença de sais 

do meio marinho utilizado aumenta a polaridade da solução, diminuindo ainda mais a 

solubilidade do fenantreno na solução que já é baixa, favorecendo assim a adsorção em vidro e 

diminuição na concentração. 

O composto alvo também possui afinidade com materiais orgânicos, sofrendo adsorção 

no meio onde está presente, diminuindo assim sua biodisponibilidade para sofrer degradação 

por meio das bactérias (WEISSENFELS; KLEWER; LANGHOFF, 1992). Por ser um 

composto hidrofóbico, sua capacidade de adsorção está diretamente ligada à matéria orgânica 

do meio e à presença de sedimentos, onde ele possui grande afinidade com partículas sólidas 

(EL-NAHHAL; SAFI et al., 2004). 

O fenantreno também é adsorvido no solo ou no substrato que está em contato com o 

meio onde ele se encontra. Solos ricos em matéria orgânica possuem maior capacidade de 

retenção da substância, onde solos argilosos possuem este comportamento, caracterizando 

assim uma adsorção física (ZHAO et al., 2022). A sorção de HPAs como o fenantreno no solo 

é um processo chave para determinar o transporte e propagação destas substâncias no meio e 

os impactos que podem causar, já que, por conta da sua baixa volatilidade, resultado do alto 

ponto de ebulição característicos de HPAs, o transporte atmosférico é mínimo (SOARES et al., 

2013). 

Os sedimentos possuem ótimas características que favorecem a captura de HPAs como 

a grande área de contato e a presença de material orgânico (YANG; ZHENG, 2010). Ele entra 

na lista de compostos com fácil adsorção por meio de biochar, um material rico em carbono 

derivado da pirólise da biomassa, sendo facilmente capturado do meio, onde a posterior 

dessorção é uma fase crítica para o sucesso da biodegradação intracelular (TAO et al., 2024). 
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O fenantreno é uma substância de grande interesse devido à sua difícil biodegradação, 

alto grau de toxicidade e potencial acumulativo, diminuindo a acessibilidade ao composto no 

meio. É, portanto, considerado recalcitrante, sendo fortemente adsorvido pelo solo e por 

sedimentos, tornando a dessorção difícil para posterior ação dos agentes que degradam o 

composto (POSADA-BAQUERO; ORTEGA-CALVO, 2011). 

 

5.4 SEQUENCIAMENTO GENÔMICO 16S DA CEPA ISOLADA 

 
 

O sequenciamento das regiões hipervariáveis V3 e V4 do gene 16S rRNA foi conduzido 

para a identificação da cepa isolada, classificada no gênero Bacillus sp. As leituras resultantes 

do sequenciamento foram processadas e o genoma foi montado usando Shovill 1.1.0, um 

pipeline especializado em montagem de genomas de procariotos. Este processo permitiu a 

identificação precisa da espécie Bacillus cereus. 

Bacillus cereus ocupa uma ampla gama de habitats, que vai do ambiente terrestre ao 

aquático sendo um gênero capaz de viver em ambientes inóspitos, provavelmente devido à 

diversidade metabólica que lhes confere uma adaptação ecológica a diferentes ambientes e uma 

forte capacidade de sobrevivência dos esporos que lhes permite resistir melhor às condições 

hostis e dispersar-se melhor (LALLOO et al., 2007). A sua estrutura populacional e diversidade 

filogenética em ambientes de água doce e terrestres têm sido extensivamente investigadas nos 

últimos anos comprovando a sua capacidade de biorremediação de petróleo (resíduos 

hidrocarbonetos) (HAMAMURA et al., 2006; HARITASH; KAUSHIK, 2009). 

Bactérias do gênero Bacillus sp, em particular, têm sido consistentemente identificadas 

em ambientes aquáticos contaminados por hidrocarbonetos e são reconhecidas por suas 

notáveis propriedades biorremediadoras (GHOSAL et al., 2016; HAMAMURA et al., 2006). 

 

5.5 BIODEGRADAÇÃO DE HIDROCARBONETOS POLICÍCLICOS AROMÁTICOS 

 

 

Os resultados do experimento revelaram que a bactéria isolada facultativa dessa lagoa 

foi capaz de remover uma quantidade considerável do fenantreno em 30 dias. O fenantreno, um 

hidrocarboneto presente no óleo bruto, é conhecido por sua toxicidade para a fauna e sua 

persistência na flora. Este achado está em concordância com estudos anteriores na literatura, 

que demonstram o potencial de várias bactérias para remoção de uma ampla gama de 

hidrocarbonetos, incluindo o fenantreno. 
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Doddamani; Ninnekar (2000) relataram a capacidade de Bacillus sp de degradar 

fenantreno em meio salino mineral, alcançando uma taxa de degradação de 75% em 48 horas. 

Por sua vez, Purnomo, Rizqi e Rafi (2020) observaram Bacillus subtilis degradando 47,91% de 

hexadecano, um hidrocarboneto linear de cadeia longa, em um período de 14 dias, em meio 

marinho ASTM D1141-98. Surendra, Mahalingam e Velan (2017) investigaram Bacillus 

pumilus MVSV3 em meio mineral de sal (MMS), e relataram uma degradação de 59,36% de 

BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos). Oyetibo et al. (2017) estudaram Bacillus 

subtilis em meio mineral salino (MMS), alcançando uma taxa de degradação de 85% de 

fenantreno em 28 dias. Kong et al. (2022) investigaram Bacillus sp. como degradadora de 

benzo(a)antraceno, pireno e benzo(a)pireno em um meio salino. Os resultados mostraram taxas 

de degradação de 20,6%, 12,83% e 17,49%, respectivamente. Em um estudo realizado por 

Swaathy et al. (2014), Bacillus licheniformis (MTCC 5514) demonstrou uma taxa de 

degradação superior a 95% de antraceno em um meio marinho após 22 dias de incubação. Por 

fim, Zhang et al. (2022) investigaram Bacillus M1 em meio salino mineral (MSM), relatando 

taxas de degradação de benzo(a)pireno e pireno de 50% e 65%, respectivamente, em 5 dias. 

Foi comprovado que Bacillus sp possui capacidade de biorremediação para diferentes 

tipos de resíduos, como petróleo e seus derivados como hidrocarbonetos aromáticos onde possa 

vim a ser encontrado em águas residuais de aquicultura, águas residuais industriais e estações 

de tratamento de efluentes (BORAH; YADAV, 2017; LALLOO et al., 2007 ; LIN et al., 2007; 

OGBONNA; NRIOR; EZINWO, 2019; YANG et al., 2017). Segundo Nemutanzhela et al., 

(2014); Ramlucken et al., (2020); Roets-Dlamini et al., (2022) as principais vantagens do uso 

de Bacillus sp é a sua capacidade inerente de produzir esporos, o que aumenta a taxa de 

sobrevivência dos micro-organismos em condições adversas. 

Além disso, Bacillus sp apresenta vantagem sobre outros tipos de micro-organismos, 

como os fungos, pois apresentam rápida taxa de crescimento, ampla distribuição, facilidade de 

cultivo e toleram uma ampla gama de condições fisiológicas que lhes permitem desempenhar 

suas funções de biorremediação (DANILOVA; SHARIPOVA, 2020; HLORDZI et al., 2020; 

NEMUTANZHELA et al., 2014; ROETS-DLAMINI et al., 2022). Até o momento, outros 

autores demonstraram a utilização de outros micro-organismos que possuem boa capacidade de 

biodegradação, porém, Bacillus sp demonstrou sua versatilidade na decomposição de uma vasta 

gama de compostos sendo um gênero comumente encontrado em sedimentos e áreas 

contaminadas por petróleo, proporcionando importantes dados para futuros desenvolvimentos 

e aplicações da biorremediação e de recuperação ambiental. 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/wastewater-aquaculture
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818122000780#bib6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818122000780#bib25
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818122000780#bib42
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A utilização da degradação bacteriana aeróbia de hidrocarbonetos tem se mostrado 

uma abordagem tecnicamente viável na biorremediação de locais impactados por esses 

compostos, entretanto, é importante considerar que as bactérias anaeróbias podem biodegradar 

os HPAs em condições anóxicas onde geralmente apresentam uma taxa de degradação mais 

lenta e menor eficiência quando comparados aos processos aeróbios (HUNKELER et al., 1995). 

Por essa razão, essa técnica é mais adequada para locais com acesso limitado ao ar ou onde a 

aeração não pode ser facilmente implementada (REINHARD et al., 1996). Os processos de 

degradação anaeróbia podem ocorrer in situ ou ex situ (SINGH et al., 2017). 

Compreendendo que as bactérias aeróbias demonstram uma capacidade degradativa 

mais eficiente em períodos reduzidos em comparação com as bactérias anaeróbias, que, embora 

possam alcançar níveis similares de degradação, demandam um tempo substancialmente maior 

para tal feito. 

5.6 DESCRIÇÃO DA ROTA METABÓLICA PARA A DEGRADAÇÃO BACTERIANA 

AERÓBIA DO FENANTRENO 

A bactéria isolada neste estudo foi identificada como Bacillus cereus e conforme a 

revisão da literatura demonstrou esse gênero Bacillus sp sendo capaz de degradar o fenantreno 

por meio de duas vias metabólicas distintas, uma da qual é dependente de oxigênio (aeróbia) e 

a outra independente de oxigênio (anaeróbia). A degradação aeróbia que é a dependente de 

oxigênio, é predominantemente mediada por enzimas oxigenases, na qual, inicialmente, ocorre 

a hidroxilação, geralmente catalisada pela enzima dioxigenase multicomponente (ou anel- 

hidroxilação dioxigenase-RHD), resultando na formação de cis-dihidrodiol (ALBAIGÉS, 1983; 

CERNIGLIA, 1993; SAITO et al., 1999; JUHASZ; NAIDU, 2000; BONGIORNI; 

PUSCEDDU; DANOVARO, 2005; GHOSAL et al., 2016). Em seguida, a enzima cis-di-hidriol 

desidrogenase rearomatiza o anel aromático, gerando intermediários diidroxilados, que são 

oxidados para formar catecol, o principal intermediário da degradação de hidrocarbonetos 

aromáticos aeróbicos (SHAHSAVARI et al., 2019). 

A degradação do fenantreno se inicia com a captura de oxigênio por meio da enzima 

fenantreno dioxigenase, transformando o composto em cis -3,4- dihidroxi -3,4- 

dihidrofenantreno que, por meio da ação de uma desidrogenase, é transformado em 3,4 – 

dihidroxifenantreno. O composto é então transformado em ácido-1-hidroxi-2-naftoico por uma 

desidrogenase, seguindo posteriormente a rota e sendo transformado em outros compostos na 

sequência como o 1,2-dihidronaftaleno, ácido salicílico e finalmente catecol. A etapa 

subsequente depende da posição do grupo hidroxila (OH) nos intermediários diidroxilados. Se 
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o grupo OH estiver na posição -orto, a dioxigenase de clivagem intradiol atuará entre os dois 

grupos OH, resultando na produção de ácido cis-mucônico (JUHASZ; NAIDU, 2000). 

Se o intermediário estiver na posição -meta, a clivagem ocorre pela dioxigenase de 

clivagem extradiol, formando semialdeído 2-hidroximucônico (CERNIGLIA, 1993; 

SHAHSAVARI et al., 2015; GHOSAL et al., 2016). A principal diferença entre os 

intermediários está na posição entre os radicais que, na posição orto, estão mais próximos, 

tornando o componente mais instável. Ao contrário da posição meta, onde os radicais, estando 

mais distantes, sofrem menos repulsão elétrica, tornando a estrutura mais estável. Esse processo 

ocorre sucessivamente nos aneis aromáticos, transformando cada anel de maneira semelhante 

(ATLAS, 1998). 

É possível observar na Figura 15 que apresenta a via metabólica da degradação de 

fenantreno aeróbia que, após a produção do semialdeído-2-hidroximucônico, a enzima catecol 

1,2 dioxigenase age formando o ácido cis,cis-mucônico. A enzima cis,cis-muconato lactonase 

gera a muconolactona que, com a ação da muconolactona isomerase que desloca a ligação dupla 

para próximo do átomo de oxigênio, possibilitando a ação posterior da beta-cetoadipato-enol- 

lactona hidrolase, produzindo ácido beta-cetoadípico. Finalmente, uma enzima do tipo 

transferase transformou o subproduto em beta-ceatoadipil-CoA que é quebrado em um 

aglomerado formado por Succinil-CoA e acetil-CoA por meio da beta-ceatoadipil-CoA tiolase. 

Finalmente, a transformação de todos os aneis da molécula de HPA resulta na produção 

de intermediários do ciclo do ácido tricarboxílico, que podem ser incorporados no metabolismo 

central bacteriano para posterior síntese de constituintes celulares e obtenção de energia 

(HABE; OMORI, 2003). O acetil-Coa formado é metabolizado via ciclo de Krebs após longas 

transformações e etapas necessárias para transformar substâncias de difícil degradação em 

fontes de carbono úteis para o metabolismo microbiano, gerando dióxido de carbono e água ao 

final do ciclo. 
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Figura 14: Via metabólica da degradação de fenantreno aeróbia 

 

Fonte: Autora (2024). Adaptado de Hidalgo et al. (2020) 

 

Segundo Jacques et al., (2007) outras bactérias aeróbias além do gênero Bacillus tem 

maquinaria enzimática capaz de degradar fenantreno utilizando a mesma rota metabólica, 

bactérias essas que são: Pseudomonas, Achromabcter, Acinetobacter, Alcaligenes, 

Arthrobacter, Flavobacterium, Nocardia, Rhodococcus, Mycobacterium, Burkholderia, 

Sphingomonas e Novosphingobium. 

 

5.7 POTENCIAL DE ETEs COMO FONTE DE BACTÉRIAS DEGRADADORAS DE 

COMPOSTOS ORIUNDOS DO PETRÓLEO 

 

Estações de Tratamento de Efluentes possuem potencial biotecnológico elevado, pois 

suas lagoas de tratamento abrigam uma diversidade de micro-organismos, que estão 

frequentemente em contato com compostos diversos, incluindo derivados do petróleo. Esses 

micro-organismos têm a capacidade de biossintetizar compostos que são descartados nesses 
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ambientes (MENEZES et al., 2019). Eles apresentam mecanismos adaptativos, como a 

produção de enzimas muitas vezes essenciais para sua sobrevivência. Isso confere a eles a 

habilidade de degradar compostos recalcitrantes, como os HPAs (TATTA et al., 2022). 

Os efluentes de refinarias de petróleo são amplamente usados em trabalhos que avaliam 

o potencial de bactérias e outros micro-organismos como Archaea e fungos para degradar 

compostos de petróleo como benzeno, tolueno e aromáticos, por conta da persistência de tais 

compostos no ambiente (MAZZEO et al., 2010). Os estudos conduzidos em estações de 

tratamento de efluentes provenientes de indústrias petrolíferas têm revelado a presença de uma 

variedade de gêneros e espécies bacterianas com notável capacidade para degradar 

hidrocarbonetos. Este fenômeno é atribuído à exposição desses micro-organismos aos resíduos 

industriais, os quais passam a ser utilizados como fonte de carbono em seus processos 

metabólicos (SAMANTARAY; MOHAPATRA; MISHRA, 2014). 

O uso de ETEs que recebem resíduos industriais em geral podem fornecer micro- 

organismos com capacidade de biorremediação de hidrocarbonetos, como observado nos 

resultados como o Bacillus cereus bactéria isolada do lodo da ETE que teve a capacidade de 

crescer em contato ao fenantreno um composto proveniente do petróleo bruto. A utilização de 

ETE como fonte de micro-organismos degradadores de compostos de petróleo é uma 

ferramenta importante para promover a biorremediação de forma eficiente e promissora, dada 

a escassez de relatos detalhados sobre seu uso na literatura. 

Estes micro-organismos desenvolvem mecanismos que lhes permitem viver neste 

tipo de ambiente e ainda degradar os resíduos ali presentes (MENDES-SILVA et al., 2020). O 

uso destes compostos como fenantreno utilizado fonte de carbono reflete o papel importante 

destas comunidades microbianas, apresentando o seu potencial para biorremediação (OLIART 

– ROS; SÁNCHEZ-OTERO; MANRESA-PRESAS, 2016). 
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6 CONCLUSÃO 

O presente estudo demonstrou a capacidade da cepa bacteriana Bacillus cereus, isolada 

do lodo de uma Estação de Tratamento de Efluentes Industriais, de crescer em reatores 

biológicos aeróbios contendo fenantreno, um composto derivado do petróleo. Esta cepa mostrou 

potencial significativo para biorremediar áreas impactadas por derramamentos de óleo bruto, 

sugerindo a aplicabilidade desta técnica não apenas para o composto estudado, mas também 

para outros compostos recalcitrantes encontrados em tais eventos. 

Além disso, o estudo destacou o potencial das estações de tratamento de efluentes 

industriais como fontes ricas de micro-organismos para isolamento bacteriano e subsequente 

uso na biorremediação de áreas impactadas por compostos recalcitrantes, como os 

hidrocarbonetos aromáticos em geral. O fenantreno, em particular, por conta de ser composto 

recalcitrante e tóxico, cuja absorção pelo ambiente dificulta sua degradação microbiana. 

A via metabólica aeróbia proposta para explicar as etapas do metabolismo do fenantreno 

visou demonstrar os possíveis caminhos de degradação, evidenciando que Bacillus cereus, 

apesar de ser oriunda de uma lagoa anaeróbia, é uma bactéria facultativa capaz de realizar a 

biodegradação em condições aeróbias, liberando produtos menos tóxicos para o meio ambiente. 

Em retrospecto, o estudo ressalta o potencial do isolamento de uma bactéria capaz de 

remover e crescer em contato com o fenantreno, tendo o objetivo primário de recuperar 

ambientes marinhos e manguezais impactados por derramamentos de petróleo. Este potencial 

também se aplica a outras substâncias recalcitrantes que podem servir como fonte de carbono 

para as bactérias isoladas ou consórcios bacterianos, proporcionando uma solução mais 

ecologicamente amigável em comparação com os tratamentos físicos ou químicos tradicionais. 

A relevância deste trabalho é sublinhada pela necessidade crescente de métodos 

sustentáveis e eficientes para a remediação de áreas contaminadas por derramamentos de 

petróleo. O uso de micro-organismos provenientes de estações de tratamento de efluentes 

industriais representa uma abordagem inovadora e promissora, contribuindo para a redução dos 

impactos ambientais associados a tais eventos e promovendo a recuperação ecológica de 

maneira mais eficiente e sustentável. 
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