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RESUMO 

Devido ao grande impacto ambiental causado por acidentes envolvendo atividades 

petrolíferas e pela dificuldade do seu tratamento, os processos de biorremediação vêm sendo 

largamente estudados e com isso, são cada vez mais utilizados microrganismos capazes de 

degradar óleo. Este trabalho avaliou o potencial de biodegradação de cinco rizobactérias, 

identificadas como INPA R560 (Bradyrhizobim sp), R631 (Bradyrhizobim sp), 

R557(Bradyrhizobim sp), R677 (Rhizobium sp) e R674 (Alicyclobacillus sp) e a mistura delas 

em amostras de solo de várzea contaminadas com 1% de óleo diesel e petróleo.  Para tal, foi 

realizado um experimento utilizando suspensão microbiana de cada rizobactéria e do 

consórcio com as cinco bactérias em 500 g de solo autoclavado e usado óleo diesel em um 

experimento e petróleo em outro experimento como fonte de carbono. Foram ainda utilizadas 

duas amostras controle para cada experimento, uma contendo solo esterilizado e outra não 

esterilizado, utilizando as mesmas condições das amostras, sem adição de microrganismos. 

Para avaliação do potencial de degradação de hidrocarbonetos aromáticos e alifáticos, foram 

realizadas coletas nos tempos zero, 48 horas e após o período de 21 dias no experimento com 

óleo diesel. No experimento com petróleo, foram feitas as avaliações nos mesmos tempos, 

porém com avaliação adicional no período de 10 dias. Dentre as cinco rizobactérias avaliadas, 

com exceção do isolado INPA R631, os valores de remoção de n-alcanos pelos demais 

isolados testados foram acima de 80 % após o período de 21 dias. Os consórcios, com a 

mistura as cinco espécies, também apresentou taxas de remoção consideráveis de n-alcanos 

com valor de 67,57 % no experimento com óleo diesel e 67,80 % no experimento com 

petróleo. Em relação à HPA as bactérias apresentaram alto potencial de degradação nas 

primeiras 48 horas, destacando-se a espécie INPA R557, INPA 677 e consórcio com os cinco 

isolados com taxas de degradação de 71,57 %, 38,18% e 41,84%, respectivamente. Dos 

isolados testados, dois apresentaram taxa de degradação de HPA total de 85,85% e 75,53% 

após o período de 21 dias, respectivamente, o consórcio com as cinco espécies apresentou 

taxa de biodegradação de 63,61%, valor abaixo da taxa de um dos isolados individualmente. 

Com alto potencial de biodegradação os isolados INPA R557 e INPA R677 podem ser 

utilizados para técnica de bioaumentação em solo de ambiente de vázea para biorremediação 

de petróleo e seus derivados, pois durante o período de 21dias reduziram os teores de n-

alcanos, HPA e compostos mais complexos, como metil-estirano. 

Palavras – chave: solo, biorremediação, HPA, poluentes tóxicos, hidrocarbonetos 

alifáticos. 



 

ABSTRACT 

Due to the great environmental impact caused by accidents involving petroleum activities and 

the difficulty of its treatment, bioremediation processes have been widely studied and, with 

this, microorganisms capable of degrading oil are increasingly used. This work evaluated the 

biodegradation potential of five rhizobacteria, identified as INPA R560 (Bradyrhizobim sp), 

R631 (Bradyrhizobim sp), R557 (Bradyrhizobim sp), R677 (Rhizobium sp) and R674 

(Alicyclobacillus sp) and the mixture of them in samples of floodplain soil contaminated with 

1% diesel oil and petroleum. For this purpose, an experiment was carried out using microbial 

suspension of each rhizobacterium and the consortium with the five bacteria in 500 g of 

autoclaved soil and diesel oil in one experiment and oil in another experiment as a carbon 

source. Two control samples were also used for each experiment, one containing sterile soil 

and the other non-sterile, using the same conditions as the samples, without the addition of 

microorganisms. To evaluate the degradation potential of aromatic and aliphatic 

hydrocarbons, collections were carried out at zero times, 48 hours and after the 21-day period 

in the experiment with diesel oil. In the oil experiment, evaluations were made at the same 

times, but with an additional evaluation in the period of 10 days. Among the five rhizobacteria 

evaluated, with the exception of the INPA R631 isolate, the removal values of n-alkanes by 

the other tested isolates were above 80% after the 21-day period. The consortia, with the 

mixture of the five species, also showed considerable removal rates of n-alkanes with a value 

of 67.57% in the experiment with diesel oil and 67.80% in the experiment with oil. Regarding 

PAH, the bacteria showed a high potential for degradation in the first 48 hours, especially the 

species INPA R557, INPA 677 and a consortium with the five isolates with degradation rates 

of 71.57%, 38.18% and 41.84 %, respectively. Of the tested isolates, two showed a total HPA 

degradation rate of 85.85% and 75.53% after the 21-day period, respectively, the consortium 

with the five species showed a biodegradation rate of 63.61%, below rate of one of the 

isolates individually. With high potential for biodegradation, the INPA R557 and INPA R677 

isolates can be used for bio-augmentation techniques in soil in a clearing environment for the 

bioremediation of oil and its derivatives, since during the 21-day period, the levels of n-

alkanes, HPA and compounds were reduced more complex, such as methyl styrene. 

 

Keywords: soil, bioremediation, PAH, toxic pollutants, aliphatic hydrocarbons. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os hidrocarbonetos pertencem ao grupo de compostos usados como traçadores na 

avaliação da evolução de transformações da matéria orgânica no ambiente. A identificação e 

quantificação individual de hidrocarbonetos saturados e aromáticos se tornam um meio de 

estabelecer níveis de controle de qualidade ambiental, sendo usados vários índices e relações 

de diagnóstico para identificação das diferentes origens de hidrocarbonetos (PRINCE, 1996; 

SOCLO et al., 2000). 

Dentre eles destacam-se os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, HPA, que 

devido as suas propriedades tóxicas foram listadas como contaminantes prioritários indicados 

pela Agencia de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA-US, 2001). Assim, o 

monitoramento da concentração desses compostos no solo, no meio aquático subterrâneo e 

superficial mesmo em concentrações muito pequenas se torna necessário.  

A biota do solo de regiões tropicais representa um dos componentes mais ricos em 

espécies. Os organismos do solo desempenham distintas funções como: decomposição da 

matéria orgânica; otimização do ciclo de nutrientes; manutenção do estoque de carbono; 

melhoria da fertilidade do solo e atuação na degradação de poluentes do solo. Portanto, 

mudanças que causem impacto na biodiversidade do solo também impedirão que ocorram 

nele as funções importantes para o ecossistema (DEZORDI e TEIXEIRA, 2008). 

A poluição por petróleo e seus derivados constitui um grande risco ambiental e 

sanitário e, consequentemente, a degradação microbiana de hidrocarbonetos é um tema que 

permanece em destaque (SEO et al., 2009).  

Devido ao grande impacto ambiental causado por acidentes envolvendo atividades de 

exploração, refino e transporte de petróleo no mundo, e pela dificuldade do seu tratamento e 

despoluição do ambiente, os processos de biorremediação vêm sendo largamente estudados e 

com isso, cada vez mais são utilizados microrganismos capazes de degradar óleo (BIACHE et 
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al., 2017; CRAMPONA et al., 2017; MANSOURI et al., 2017; MARCHAND et al., 2017, 

KONG et al., 2018).   

De todas as técnicas de remediação natural, a biorremediação vem sendo bastante 

documentada na recuperação de ambientes impactados por hidrocarbonetos de petróleo por 

utilizar o potencial metabólico de certos microrganismos e diminuir o caráter tóxico de 

determinados compostos (OLIVEIRA, 2006).  

Os biossurfactantes são metabólitos produzidos por uma grande variedade de 

bactérias, leveduras e fungos filamentosos e possuem características de detergência, 

emulsificação, solubilização, diminuição das tensões superficial e interfacial, e dispersão de 

fases (DISAI e BANAT 1997; MANIASSO, 2001; RON e ROSENBERG, 2001; NITSCHKE 

e PASTORE, 2002; YAKUBU, 2007), e consequentemente aumenta a biodegradação de 

compostos orgânicos hidrofílicos e insolúveis (XIA et al., 2014), sendo determinantes para o 

processo de biodegradação. 

Muitos microrganismos destacam-se na degradação do petróleo e seus derivados, no 

entanto, devem ser levados em consideração os riscos de patogenicidade desses 

microrganismos. Rizobactérias além de possuírem alto poder de produção de biossurfactantes, 

tornam-se uma alternativa viável para biorremediação por serem seguros a plantas e animais 

(BRITO, 2013).  

Biodegradação de hidrocarbonetos pode ser entendida como a quebra de ligações 

destes componentes do petróleo para componentes de menor peso molecular ou mais polares 

por ação de microrganismos (ROSATO, 1997), é um processo biotecnológico capaz de 

recuperar solos contaminados com menores impactos ambientais quando comparados com 

métodos não biológicos (MARTÍNEZ-ALVAREZ et al., 2015). 

  São muitos os microrganismos conhecidos que apresentam eficiência na 

biodegradação de compostos derivados de petróleo como Alcaligenes denitrificans, 
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Mycobacterium sp., Pseudomonas putida, P. fluorescen P. paucimobilis , P. vesicularis , P. 

cepacia, P. testosteroni,Rhodococcus sp., Corynebacterium venale ,Bacillus cereus,  

Moraxellasp., Streptomyces sp., Vibrio sp.  e Cyclotrophicus sp. (SAMANTA et al., 2002; 

SEO et al., 2009). 

  Alguns hidrocarbonetos apresentam grande relevância em relação à toxicidade, pois 

tais compostos são considerados ameaça à vida da fauna e da flora de um ambiente 

impactado. Segundo LÜCHMANN et al. (2011) espécies de ostras de ambiente de manguezal 

brasileiro ao serem expostas a concentrações subletais de óleo diesel são capazes de 

bioacumularem tanto hidrocarbonetos aromáticos quanto alifáticos em um curto período de 

tempo o que leva a efeitos tóxicos em suas ações enzimáticas. Solos contaminados com óleo 

diesel podem levar ainda a alterações morfoanatômicas nas raízes de certas espécies de 

plantas (BONA et al., 2011). 

 Para aplicação da técnica de biorremediação os microrganismos utilizados devem ser 

adequados e adaptados ao ambiente, por isso a obtenção de bactérias da mesma área a ser 

remediada torna-se fundamentalmente importante (SUN et al., 2012). Nesse sentido, nota-se 

carência de trabalhos que testem a capacidade de degradar compostos de petróleo por 

microrganismos indígenas da região de várzea, por onde ocorre intensa atividade de transporte 

fluvial e zonas portuárias. 

  Assim o presente trabalho visa determinar e quantificar compostos hidrocarbonetos de 

petróleo que predominam após determinado tempo de exposição à atuação de cinco 

Rizobactérias, com alto poder de produção de biossurfactantes, em amostras de solo 

Amazônico de várzea contaminado com petróleo e óleo diesel; a fim de avaliar o potencial de 

degradação desses microrganismos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Os solos de várzea são desenvolvidos nas planícies de inundação, sobre sedimentos 

depositados pelas águas dos rios. Estes sedimentos proporcionam composição granulométrica 

e mineralógica diversificada, com variação de características entre um local e outro, causando 

alterações na paisagem (MAGALHÃES e GOMES, 2013). O ambiente de várzea da região 

amazônica é totalmente dependente da sazonalidade, passando anualmente pelas fases 

hidrológicas de cheia, vazante, seca e enchente. Durante esta dinâmica fluvial, em áreas 

alagáveis que abrangem um total de ocupação em torno de 10% do Estado do Amazonas 

(150.000 km2), ou 35% da área total da Bacia Amazônica (BARTHEM e FABRÉ, 2003), o 

que carreia para as margens dos grandes rios da região uma grande quantidade de compostos, 

como nutrientes e matéria orgânica, que se depõe nos solos circundantes. 

É de longa data a ocupação das regiões de várzea, pois as enchentes e inundações 

periódicas que ocorrem nessa região acarretam fertilização de grande parte das terras e da 

floresta; com a sua extensa rede líquida, permite a circulação, o comércio e a sociabilidade; 

que preside, enfim, à condensação e distribuição do elemento humano na paisagem,  a grande 

quantidade de recursos naturais nessa região atrai a ocupação humana (SOUZA, 2012), 

formando comunidades aos longos dos rios. 

Segundo BINSZTOK et al. (2008) o abastecimento de combustíveis para a região 

Amazônica está totalmente adaptado às suas condições fluviais e, devido à deficiência de 

distribuição de energia elétrica para essas populações a demanda de combustíveis 

transportados pelos rios da região aumenta e o transporte do mesmo pode ocasionar 

problemas ambientais.  

Ensaios de biodegradação e toxicidade permitem a elaboração de um diagnóstico 

quanto à viabilidade da utilização dessa prática como técnica de remediação em caso de 

eventual derramamento de óleo (DEZORDI e TEIXEIRA, 2008).  
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Poluição por hidrocarbonetos é de grande importância de modo a promover a 

conservação dos recursos naturais e a degradação do ecossistema pode produzir impactos 

sociais e econômicos (COMMENDATORE et al., 2012). Hidrocarbonetos são comumente 

encontrados no meio ambiente como uma mistura complexa de fontes múltiplas: petrogênica, 

pirogênicas, biogênicos e diagenéticos (YUNKER et al., 1993).  

Os processos de separação do petróleo produzem várias frações com aplicações 

comerciais definidas (Tabela 1). Essas frações são distinguidas pelo número de átomos de 

carbono e do ponto de ebulição, como gasolina, óleo diesel, nafta, solventes e querosenes, 

GLP (gás liquefeito de petróleo) e parafinas. Sua composição e aspecto variam segundo o 

histórico geológico e a natureza da matéria orgânica de cada depósito. Os hidrocarbonetos 

compreendem classes de compostos orgânicos como alcanos, alcenos, alcinos, cicloalcanos 

(naftênicos) e aromáticos.  

Tabela 1. Composição química de um petróleo típico.  
Parafinas normais 14 % 

Parafinas ramificadas 16% 
Parafinas cíclicas (naftênicas) 30% 

Aromáticos 30% 
Resinas e asfaltenos 10% 

    Fonte: Thomas (2001). 

2.1 Hidrocarbonetos alifáticos 

 
Os hidrocarbonetos alifáticos são considerados um dos componentes mais abundantes 

do material orgânico e é uma das principais classes de compostos orgânicos encontrados em 

sedimentos no ambiente e essa abundância é uma fonte potencial de poluição dependendo da 

origem destes compostos (MAIOLI et al., 2010; MACIAS-ZAMORA, 1996). 

Os hidrocarbonetos saturados constituem o maior grupo, formado por alcanos normais 

(n-parafinas), isoalcanos (isoparafinas) e cicloalcanos (naftenos). No petróleo são encontradas 

parafinas normais e ramificadas, que vão do metano até 45 átomos de carbono. As parafinas 
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normais usualmente representam cerca de 15 a 20% do petróleo, variando, no entanto, entre 

limites bastante amplos – 3 a 35% – (THOMAS, 2001). 

Os diferentes compostos do petróleo são obtidos através do processo de fracionamento 

utilizando solventes diferentes capazes de solubilizar os compostos de interesse, utilizando-se 

solventes apolares para obtenção da fase contendo hidrocarbonetos alifáticos. 

Para hidrocarbonetos saturados a intensa predominância de n-alcanos ímpares de n-C25 

a n-C35, apresentando n-C29 como o n-alcano de maior concentração (Cmax), e praticamente 

ausência de mistura complexa não resolvida – MCNR (Figura 1a) indica ausência de fontes 

petrogênicas em biodegradação. Enquanto a presença de MCNR (Figura 1b) indica presença 

de fonte petrogênica.  
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Figura 1. Exemplo de cromatograma que (a) apresenta e (b) não apresenta MCNR. Fonte: a 
própria autora. 
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São classificados como hidrocarbonetos de baixo peso molecular os que possuem 

vinte ou menos carbonos em sua composição (≤C20) e os que possuem mais de vinte átomos 

de carbono em sua composição são classificados como de alto peso molecular (≥C21). A 

relação (≤C20/≥C21) que correspondente ao somatório das concentrações de hidrocarbonetos 

de menor peso molecular com o somatório das concentrações de maior peso molecular com 

valores <1, indica alta incidência de compostos segregados por bactérias e plantas terrestres. 

Essa razão indica um principal aporte de hidrocarbonetos de origem biogênica (OLIVEIRA, 

2007). 

A biodegradação de hidrocarbonetos alifáticos é substancialmente maior na fase inicial 

do processo de degradação quando comparados com os grupos aromáticos e polares (LIU et 

al., 2011). Segundo CRUZ e MARSAIOLI (2012) os compostos lineares são os primeiros a 

serem consumidos pelos microrganismos visto que são os mais abundantes em óleos não 

biodegradados. 

2.2 Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos – HPA 

 
Os HPA, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, são presentes no meio ambiente. 

Compreendem uma variedade de hidrocarbonetos compostos de dois a sete anéis benzênicos, 

compreendendo mais de 100 substâncias nas quais possuem diferentes características físicas e 

químicas.  

Os HPA formam-se quando material que contêm carbono é queimado de maneira 

incompleta. Sua ocorrência é dada em virtude de origens antropogênicas e naturais, incluindo 

origens pirogênicas e petrogênicas. São moléculas resistentes à oxidação, evaporação e 

redução, características essas que aumentam com o peso molecular. São divididos em dois 

grupos: os de baixa à média solubilidade e de baixa à média volatilidade, em consequência, 
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sua distribuição no meio ambiente é diferenciada devido a suas diferentes características 

físico-químicas (Tabela 2). 

Tabela 2. Propriedades químicas de alguns HPA. 

Molécula 
Peso 

molecular 

Pressão de 

vapor 

Solubilidade 

em água (g/ml) 

Tempo de 

meia vida no 

solo 

Log K(o/a) 

Naftaleno 128 36,8 31 <125 d 3,37 

Acenafitileno 152 4,14 16,1 40-60 d 4,00 

Fluoreno 166 0,71 1,9 ~30 d 4,18 

Fenatreno 178 0,113 1,1 2 d 4,57 

Antraceno 178 0,0778 0,045 50 d – 1,3a 4,54 

Pireno 202 0,0119 0,132 ~200 d - 5 a 5,18 

Benzo[a]pireno 252 2,13x10-5 0,0038 270 d – 8,2 a 6,04 

Benzo[ghi]perileno 276 2,25x10-5 0,00026 ~9 a 6,5 
 

 Em virtude de tais propriedades apresentadas, essas substâncias podem ser 

encontradas adsorvidas no material particulado. No solo geralmente são retidos nas camadas 

superiores e a degradação dos compostos de maior massa molecular é geralmente lenta e seu 

tempo de meia vida geralmente é alto (NETO et al., 2000). 

Tais substâncias são objetos de estudo, dada a sua importância geoquímica como 

marcadores moleculares em sedimentos, explicando a origem dos depósitos sedimentares, 

constituindo uma importante ferramenta na avaliação da evolução de transformações da 

matéria orgânica no ambiente. A maior fonte desses compostos se dá por inserção 

antropogênica, principalmente industriais (caldeiras industriais, incineradores industriais, 

produção de petróleo off-shore e transporte de petróleo), entretanto cada tipo de fonte, 

pirogênica, petrogênica e diagênese gera um grupo predominante de HPA, o que torna 

possível identificar a origem do HPA. Apresentam distribuições diferentes de acordo com 

suas fontes, entretanto existem dificuldades de se analisar uma amostra sedimentar que pode 

apresentar hidrocarbonetos de várias origens, sem contar que características físico-químicas 

de alguns HPA podem contribuir para a modificação da distribuição dessas moléculas a partir 

dos seus meios de emissão (SVERDRUP et al., 2003).  
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Entretanto, índices moleculares baseados na co-variabilidade do comportamento 

físico-químico foram desenvolvidas para acessar as varias origens de tais poluentes (SOCLO, 

1989; BAUMARD et al., 1998). Com a associação de vários índices moleculares é possível 

identificar a fonte de origem de hidrocarboneto na matriz de estudo. 

Alguns índices diagnósticos utilizados para identificar as fontes de hidrocarbonetos 

estão descritos na Tabela 3.  

Tabela 3. Algumas relações índices diagnósticos para indicar fonte de Hidrocarbonetos.  

Índice Diagnóstico Petrogênico 
Queima de 

Petróleo 
Combustão de 

Carvão 
Combustão 
de Madeira 

Referências 

An/(An+Fen) < 0,10 > 0,10 > 0,10 > 0,10 a, b 
Fl/(Fl+Pir) < 0,40  0,40 – 0,50 > 0,50 > 0,50 a, b 
B(a)A/(B(a)A+Cris) < 0,20 > 0,35 > 0,35 > 0,35 a, b 
C0/(C0+C1)178 < 0,50 > 0,50 > 0,50 > 0,50 a, b 
C0/(C0+C1)202 < 0,50 > 0,50 > 0,50 > 0,50 a, b 
IP/(IP+B(ghi)P) < 0,20  0,20 – 0,50 > 0,50 > 0,50 a, b 
Par/(Par+Alc) < 0,30 > 0,50 > 0,50 > 0,50 b 
Anel 4,5,6/THPA < 0,40 > 0,50 > 0,50 > 0,50 b 
1,7(1,7+2,6)DMP - < 0,45 > 0,70 > 0,70 a 

 CO – homólogos metilados. Fonte: a-YUNKER et al. (2002); b - COLOMBO et al. (1989) 
[apud a BIACHE et al., 2014]. 

No entanto, a aplicação dos índices pode indicar sobreposição de fontes de origem o 

que dificulta o diagnóstico. OLIVEIRA (2007) ao avaliar ambiente remoto na Amazônia 

aplicando a razão BPM/APM, que representa a soma dos compostos parentais de baixo peso 

molecular (Fen, An, F, Pi) sobre a soma dos compostos de alto peso molecular (BaA, Cri, 

BbFl, BkFl, BaPi, IPi, DbahA, BghiPe), encontrou valores ≥ 1, quando compostos mais leves 

prevalecem em relação aos mais pesados, indicando a presença de aporte petrogênico, no 

entanto, sugere que o diagnóstico tenha apresentado um indicação errônea, visto que para as 

amostras do trecho avaliado os valores das concentrações de alguns dos compostos 

envolvidos na construção do índice, apresentam níveis baixos, menores inclusive do que o 

limite de detecção do método, o que conclui que para correto emprego do índice o ambiente 

avaliado deve ser conhecido.  
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BIACHE et al. (2014) sugerem ter cautela ao utilizar índices diagnóstico para avaliar 

a fonte de HPA pois estes podem ser modificados drasticamente durante os processos de 

transporte e deposição desses compostos. 

Dependendo da origem dos HPA, a maior parte, em torno de 60 % a 90 % são 

biodegradáveis, e a menor parte, de 10 % a 40% são classificados como recalcitrantes, ou 

seja, não biodegradáveis, apresentando longos tempos de meia vida (SANTOS e 

MARANHO, 2018). 

A remoção de HPA do solo é definida pelos processos e condições ambientais 

(Figura 2) sendo a principal por meio de degradação microbiana, no entanto outros fatores 

como volatilização, foto-oxidação, oxidação química, bioacumulação, adsorção e adesão ao 

solo são relevantes (CERNIGLIA, 1992).  

HPA Metabólitos

Remoção
ou 

desintoxicação

Adsorção de matéria 
orgânica pelo solo

Bioacumulação

Volatilização

Fotooxidação

Biorremediação

CO2

M
in

eralização

 
Figura 2. Processos que influenciam a remoção de HPA no ambiente. Fonte: adaptado de 

CERNIGLIA, 1992. 
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2.2.1  HPA e atividade carcinogênica 

Os HPA formam uma classe especial de poluentes químicos, pois apresentam 

atividades carcinogênica e mutagênica. O hidrocarboneto carcinogênico mais comum é o 

benzo[a]pireno (Figura 3a), que contem cinco anéis de benzeno. É tido como um derivado do 

pireno, cuja diferença se dá pelo acréscimo de mais um anel aromático. Um segundo exemplo 

de HPA conhecido como carcinogênico é o hidrocarboneto de quatro anéis benzo[a] 

antraceno (Figura 3b), que consiste em um antraceno com outro anel benzênico condensado à 

ligação “a”. HPA com grupos metila (Figura 3c) são mais carcinogênicos que os 

hidrocarbonetos originais (BAIRD, 2002).  

CH3(a) (b) (c)

 
Figura 3. Exemplos de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (a) Benzo[a] pireno; (b) 
Benzo[a] antraceno (c) 1 – metil fenantreno.  

As portas de entradas desses compostos no organismo humano são através das vias 

respiratórias, dérmicas e gastrointestinais. A Agência internacional em pesquisas de câncer 

(International Agency for Research on Cancer – IARC) classificou alguns HPA em classes: 

carcinogênicos aos humanos (Grupo 1) possivelmente carcinogênico aos humanos (Grupo 

2A) e probabilidade de ser carcinogênico aos humanos (Grupo 2B) (ABDEL-SHAFY e 

MANSOUR, 2016).  DOMINGO e NADAL (2015) afirmam que dependendo da forma de 

preparação ou das características da comida o consumo de alguns alimentos podem ser porta 

de entrada de HPA no organismo humano. 

No organismo esses hidrocarbonetos são biotransformados por uma série de enzimas 

que catalisam reações de oxidação, redução e hidrólise (oxigenases de função mista, 

citocromo P450, NADPH-citocromo-c-redutase) e de enzimas que catalisam reações de 
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conjugação (sulfotransferase, epóxido hidrolase, glutation-S-transferase e UDP-

glicotransferase) as quais se distribuem por todos os tecidos. A primeira transformação que 

ocorre é a formação de um anel epóxido através da formação de uma ligação dupla do anel. 

Monoxigenases dependentes do citocromo P450 (CYP1A) são responsáveis pela oxidação 

enzimática dos HPA. Elas agem principalmente sobre a região de elevada densidade 

eletrônica formando os epóxidos. Uma fração de moléculas sofre a adição de água por ação 

das epóxido hidrolases produzindo dihidrodióis vicinais. A ligação dupla remanescente que se 

encontra no mesmo anel dos grupos OH sofre uma subsequente epoxidação (epoxidos 

secundários ou di-hidróxido epóxido), formando moléculas que são carcinógenos ativos 

(BOUCHEZ et al., 1996), já que o aduto formado (Figura 4) pode forçar a célula a erros de 

reparação que, subsequentemente, pode resultar em tumoração (LOPES e ANDRADE, 1996).                    

 

Figura 4. Mecanismo de eliminação/ativação metabólica do BaP e representação esquemática 
do aduto formado pela interação com o DNA. Fonte: LOPES e ANDRADE (1996). 

O

OH

OH

O

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

NHN

NH

O

N

N

DNA

Benzo[a]pireno 

MO EH 

(I) (II) 

MO 

EH 

G 

(IV(V) 

Aduto 

MO = Monoxigenase 
EH = Epóxido-hidrolase 
G = Guanina  
 



29 

 

2.2.2  Fontes de HPA 

Os HPA apresentam características predominantes conforme sua origem. Quando 

formados através de processos de combustão incompleta de matéria orgânica natural e fóssil, 

em altas temperaturas, são denominados pirogênicos. Estes são caracterizados pela 

predominância de compostos não substituídos em relação aos seus homólogos alquilados, 

assim como pela predominância dos compostos de maior peso molecular, de 4 a 6 anéis 

aromáticos. Quando ocorre presença petrogênica, ou seja, os compostos são originados de 

maturação lenta da matéria orgânica, ocorre predominância de HPA de 2 a 3 anéis. Os HPA 

produzidos por degradação de precursores biogênicos são de origem de diagênese recente da 

matéria orgânica e se caracterizam pela apresentação do grupo de hidrocarbonetos oleínicos 

de origem biogênica. Também é encontrada a presença de perileno como o HPA de maior 

intensidade (ABOUL-KASSIM e SIMNEIT, 2001). 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos de maior predominância no petróleo e 

seus derivados são os de menor peso molecular, assim como as series homologas dos 

isômeros alquilados. Os HPA presentes no carvão e asfalto podem ter biodisponibilidade mais 

limitada (BOEHM et al., 2001). 

Os HPA pirogênicos produzidos pela combustão de biomassa e de combustível fóssil 

geralmente estão associados a partículas ricas em fuligem carbonizada. A matriz de carbono 

resultante é rica em HPA de maior peso molecular, muitos dos quais são resistentes à 

degradação na atmosfera, na coluna d’água e no sedimento, e dessa forma são considerados 

potencialmente tóxicos à biota.  

Diante da sua ocorrência no meio ambiente e das atividades carcinogênica e 

mutagênica, os HPA foram incluídos na agência de proteção ambiental dos Estados Unidos 

(US EPA) e na União Europeia como poluentes prioritários. A US EPA fixou 16 HPAs como 
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os mais perigosos: naftaleno (Naf), metil-naftaleno (mNaf), dimetil-naftaleno (dNaf), 

acenaftileno (Acf), acenafteno (Ace), fluoreno (F), fenantreno (Fen), antraceno (A), 

fluoranteno (Fl), pireno (Pi), criseno (Cri), benzo[a]antraceno (BaA), benzo[b]fluoranteno 

(BbFl), benzo[k]fluoranteno (BkFl), benzo[a]pireno (BaPi), benzo[g,h,i]perileno (B[ghi]Pe) e 

dibenzo[a,h]antraceno (dB[ah]An). 

2.2.3 Quantificação de HPA 

A quantificação de HPA em matrizes ambientais como ar, água, solo e sedimento é 

bastante complexa e dispendiosa, por este motivo diversas pesquisas se dedicam a otimizar os 

métodos clássicos a fim de diminuir o tempo de análise e o alto custo (CRISTALE et al., 

2008; CAVALCANTE et al., 2008; FERREIRA, 2010; GUIMARÃES et al., 2010; EMÍDIO 

e DÓREA, 2010), além de buscar diminuir os interferentes nesse tipo de análise (KRÜGER et 

al., 2014). O método clássico para determinar HPA (EPA-US 3550) pode ser problemático 

subestimando a concentração de HPA, dificultando trabalhos de monitoramento ambiental, 

principalmente quando o número de amostras é muito grande (GUERIN, 1998) por este 

motivo, há uma faixa aceitável para o padrão de recuperação que varia de 60 a 120 %. 

As várias etapas do processo de extração, “clean up” e análise cromatográfica 

contribuem para a alta complexidade e o alto custo deste tipo análise. De acordo com o 

método clássico para 3540C da EPA-US (1996), uma das etapas principais para quantificação 

de HPA, o processo de extração, pode levar de 16 a 24 horas para sua obtenção, utilizando 

grandes quantidades de solventes. 

 
2.3 Óleo diesel 

O óleo diesel é uma mistura complexa proveniente da primeira etapa do refino do 

petróleo, a destilação primária, com hidrocarbonetos variando de C8 a C30, sendo composto de 

aproximadamente 40% de n-alcanos, 40% de isoalcanos e cicloalcanos e 20% de 

hidrocarbonetos aromáticos (LEE et al., 1992). É o principal petroderivado comercializado no 
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mercado brasileiro, utilizado no transporte de cargas e de passageiros, em embarcações, na 

indústria, na geração de energia, nas máquinas para construção civil, nas máquinas agrícolas e 

locomotivas (PETROBRAS, 2012). 

Como o fornecimento de energia elétrica é deficiente nas comunidades isoladas ao 

longo dos rios da região do estado do Amazonas, a grande maioria do fornecimento é 

realizada pela própria comunidade ou pelo poder municipal local. Normalmente os 

comunitários adquirem um grupo gerador com recursos dos moradores.  Uma alternativa 

encontrada pelas prefeituras para atendimento às comunidades isoladas é o sistema de quotas 

mensais de óleo diesel, distribuídas entre os moradores. Ultrapassando essa quota, os 

moradores assumem os custos adicionais, elevando o custo médio para acima da tarifa média 

praticada pelas concessionárias (ELETROBRAS) e, devido à importância do óleo para essas 

comunidades o transporte do mesmo pode ocasionar problemas ambientais (BINSZTOK et 

al., 2008).   

O consumo total de óleo diesel/biodiesel para suprir os 101 sistemas isolados do 

Amazonas, previsto para o ano de 2014, era de 326.965 m3, para produzir 1.213,32 GWh, 

correspondendo ao consumo específico médio de 0,27 l/kWh (SOUZA, 2014). Segundo 

relatório da companhia de distribuição de energia ELTROBRAS (2016), foram necessários 

602.115.051litros de diesel para essas populações em um período de 10 meses, essa grande 

demanda de combustíveis transportados aumenta o risco de problemas ambientais. 

De acordo com a legislação brasileira atual (LEI Nº 13.263, DE 23 DE MARÇO DE 

2016) a adição de biodiesel ao óleo diesel comercializado deve chegar a 10% até 2019. 

O biodiesel é uma mistura de alquilésteres de cadeia linear, obtida da 

transesterificação dos triglicerídeos de óleos e gorduras com álcoois de cadeia curta (Figura 5) 

esta reação tem como coproduto o glicerol (LOBO et al., 2009). 
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Figura 5. Reação de transesterificação de triglicerídeos. Fonte: adaptado de Ferreira e Cruz 
(2009). 

 BRAGA et al. (2014) que avaliaram a degradação de biodiesel em solo por 

biorreatores, verificaram remoção acima de 80% do óleo. No entanto a presença de biodiesel 

no diesel pode ser afetada pela origem do biodiesel, por exemplo, de acordo com GOMES 

(2008) o biodiesel de derivados de soja é de mais fácil assimilação por microrganismos que os 

de mamona. 

 
2.4 Biorremediação 

O processo de biorremediação envolve o uso de microrganismos para degradar 

constituintes orgânicos complexos e perigosos em substâncias inofensivas e simples, tais 

como dióxido de carbono e água. O processo de degradação pode ser melhorado alterando as 

condições químicas ou físicas do solo, tais como: o pH do solo, umidade e arejamento, e 

também pela adição de nutrientes (WILSON e JONES, 1993). 

Esta biotecnologia vem sendo utilizada há vários anos e, em certos casos, apresenta 

menor custo e maior eficiência na remoção dos contaminantes do que as técnicas físicas e 

químicas (como incineração e lavagem do solo), sendo atualmente utilizada em escala 
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comercial no tratamento de diversos resíduos e na remediação de áreas contaminadas 

(BANFORTH e SINGLETON, 2005). 

Existem alguns tipos de tecnologias de biorremediação, dois dos mais comuns são a 

bioaumentação que consiste na adição de microrganismos com capacidade degradadora; e a 

bioestimulação que consiste na adição de nutrientes ou biossurfactantes no solo para estimular 

a ação dos microorganismos autóctones (WHANG et al., 2008).  

Segundo SUN et al. (2012) as técnicas de bioaumentação e bioestimulação utilizadas 

em conjunto podem aumentar a degradação de HPA em solo, principalmente os de maior peso 

molecular com 4 a 6 anéis, onde a degradação chega a ser 20 a 40 % maior que quando as 

técnicas são utilizadas separadamente.  

A toxicidade de hidrocarbonetos de petróleo é diminuída em solo natural devido à 

degradação destes compostos por microrganismos (GARCIA et al., 2005). KONG et al. 

(2018) ao avaliar a adição de microrganismos no solo demonstra que a adsorção desses 

microrganismos com os HPA do solo levam ao aumento da biodegradação desses poluentes. 

Os compostos encontrados no petróleo são removidos preferencialmente na sequência: 

n-alcanos, alquilcicloexanos, isoprenoides acíclicos, alcanos bicíclicos, esteranos e hopanos, 

com produção de novos compostos como produtos de biodegradação, tais como 17a, 25-nor-

hopanos a partir da desmetilação de hopanos em níveis severos de degradação (HEAD et al., 

2003; WALTERS, 1999). 

O primeiro passo da via de degradação bacteriana aeróbica de hidrocarbonetos 

aromáticos é sua transformação em um intermediário central, geralmente o catecol (Figura 6) 

através da introdução de grupos hidroxila por enzimas periféricas (KANALY e 

HARAYAMA, 2000). Por este motivo a determinação desse composto pode funcionar como 

marcador do estágio de biodegradação.  
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Figura 6. Catecol, substância marcadora de biodegradação por bactérias. Fonte: adaptado de 
(LEMOS et al., 2008). 

A biodegradação de HPA normalmente acontece em três fases. Na primeira o 

composto aromático é transformado em um metabólito intermediário central da via de 

degradação dos HPA, normalmente um catecol.  

Na segunda as enzimas de fissão convertem os intermediários centrais em compostos 

que são utilizados nas vias comuns de geração de carbono e energia da bactéria. Ocorre, 

então, a abertura do anel do catecol por di-oxigenases, que catalisam a adição de oxigênio 

molecular ao anel. Esta abertura pode ocorrer em duas posições: entre os grupos hidroxila 

(clivagem intradiol ou orto), ou adjacente a um dos grupos hidroxila (clivagem extradiol ou 

meta) (HEIDER e FUCHS, 1997; BUGG e WINFIELD, 1998; KANALY e HARAYAMA, 

2000; SCRAMIN et al., 2003; DÍAZ, 2004; JACQUES et al., 2007). As di-oxigenases 

intradiol, possuem como cofator o Fe3+ e produzem o ácido cis-cis-mucônico. Enquanto as di-

oxigenases extradiol, dependem do Fe2+, produzindo o semialdeído 2-hidroximucônico e 

podem ser subdivididas em proximais e distais, para caracterizar a posição da clivagem do 
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anel em relação ao radical (BUGG e WINFIELD, 1998; KANALY e HARAYAMA, 2000; 

SCRAMIN et al., 2003; DÍAZ, 2004; JACQUES et al.; 2007). 

Na terceira etapa o produto resultante da abertura do anel é convertido em produtos 

que entram no cliclo de Krebs. O ácido cis-cis-mucônico será convertido em succinato e 

acetil-Co-A e o semialdeído 2-hidroximucônico, será transformado em ácido pirúvico e 

acetaldeído (KANALY e HARAYAMA, 2000; SCRAMIN et al., 2003; DÍAZ, 2004; 

JACQUES et al., 2007). 

As rotas de biodegradação promovidas por bactérias ainda não são totalmente 

conhecidas, no entanto há inúmeros trabalhos que sugerem as vias metabólicas de degradação 

de HPA (Figura 7) e de n-alcanos (Figura 8). 
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Figura 7. Proposta do caminho microbiano de degradação de HPA. Fonte: adaptado de 
HARITASH e KAUSHIK (2009). 
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Os n-alcanos de cadeias menores são oxidados subterminalmente (1º carbono 

secundário da cadeia do n-alcano), formando álcool secundário, cetona, éster e ácidos 

carboxílicos, que são posteriormente biodegradados pelo processo de β-oxidação (CRUZ e 

MARSAIOLI, 2012). 
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2.5 Rizobactérias 

Rizobactérias é um grupo de bactérias que formam nódulos em raízes de plantas 

leguminosas por interação simbiótica, auxiliando na fixação biológica de nitrogênio (N) nas 

raízes das plantas (GOURION et al., 2015) nutriente essencial em solos agrícolas. A 

utilização desse grupo leva, então, diminuição da adição de N por fertilizantes químicos, que 

em grandes quantidades pode trazer prejuízos à qualidade do produto, sendo assim de alta 

importância agronômica (SOARES et al., 2006). 

Esses microrganismos podem ser selecionados e testados individualmente ou na forma 

de consórcios para avaliar seu potencial de degradação de petróleo e seus derivados, ou 

mesmo medir o uso de biossurfactantes por eles produzidos como ferramentas para o 

desenvolvimento de estratégias de recuperação ambiental e aplicação biotecnológica 

(SANTOS e MARANHO, 2018). 

Os solos da região amazônica são propícios à presença desses microrganismos, pois 

seu crescimento é favorecido em pH ácido e em altas temperaturas (CAMPOS et al., 2010), 

além de sua reprodução ser aumentada devido a alta umidade do solo (ZILLI et al., 2013) o 

que ocorre periodicamente com inundações frequentes nos solos de várzea.   

Os rizóbios tornam-se uma boa alternativa para biorremediação de compostos do 

petróleo e seus derivados, pois eles toleraram a presença de compostos tóxicos como PCBs e 

HPA (AHMAD et al., 1997). Segundo KAKSONEN et al. (2005) plantas leguminosas 

aumentam a diversidade bacteriana em solos contaminados com óleo. Na Tabela 4 estão 

descritos trabalhos utilizando rizobactérias para biodegradação de compostos tóxicos. 

Tabela 4. Estudos de biodegradação por rizobactérias. 
Referência Resultados 

SUOMINEN et al. (1999) 
 

As espécies de rizóbios foram sensíveis 
às concentrações m - toluato superiores a 

1.000 ppm. 

JOHNSON et al. (2003) 
Sugeriram que R. leguminosarum bv. 

Trifolli é um inoculante viável em solos 
contaminados com altas concentrações de 
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HPAs. 

KAKSONEN et al. (2005) 

Sugeriram que a rizoremediação parece 
funcionar de tal maneira que a 

leguminosa estimula a proliferação 
bacteriana e degradação do m-toluato, o 

que pode facilitar o crescimento mais 
profundo das raízes nos solos 

contaminados. 

JOHNSON et al. (2005) 

Reforçam a hipótese de que a dissipação 
de HPAs na rizosfera ocorreu devido a 
estimulação da comunidade microbiana 

do solo. 

WEI et al. (2008) 

O isolado de Rizóbio CCNWTB701 a 
partir de A. chrysopteru apresentou 
habilidade de degradação de 99,5 a 

78,3%. 

TENG et al. (2010) 

Indicaram que alfalfa-rhizobium pode 
desempenhar um importante papel na 

dissipação dos HPAs em solos e 
inoculação com R. melioti para uma 

degradação melhorada no solo. 

YESSICA et al. (2013) 

Mostraram, pela primeira vez, que R. 
Tropici CIAT 899 é capaz de tolerar e 
crescer em meio líquido contaminados 

com Fen ou BaP; e, além disso, R. tropici 
contribuiu em degradar 50 % de Fen, e 

45 % de BaP, após 120 h. 

BISTH et al. (2014) 

A rizobactéria Bacillus sp. SBER3 
demonstrou potencial para 

biodegradação, ao reduzir em torno de 
84,4 % e 75,1% do antraceno e do 

naftaleno, respectivamente após seis dias 
de incubação. 

 
É essencial conhecer o habitat natural de degradação das populações microbianas 

antes de se afirmar que determinado plano de biorremediação é rentável, ecologicamente 

seguro e saudável para o ambiente, dessa forma a experimentação com amostras ambientais se 

torna necessária para afirmar que determinado microrganismo será satisfatório para 

determinado ambiente. 

Dados preliminares do projeto “Rede CT-Petro/Rede-03: tecnologias para a 

recuperação de ecossistemas e conservação da biodiversidade na Amazônia brasileira” 

indicam a atuação de microrganismos dos solos na degradação do petróleo e como pode ser 
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intensificada adicionando-se nutrientes necessários para acelerar seu metabolismo. Os 

microrganismos utilizados nesse trabalho foram provenientes do estudo realizado por BRITO 

(2013) que concluiu que 15 Rizobactérias pertecentes ao filo alpha-Proteobactéria, 

apresentaram habilidade de degradar petróleo e tolueno quando usados como fontes de 

carbono.  

A codificação das bactérias utilizadas assim como o local de coleta estabelecido dentro 

projeto Rede CT-Petro/Rede-03 e as espécies de plantas das quais foram obtidas estão 

descritos na Tabela 5. 

Tabela 5. Locais de coleta e espécies de plantas de obtenção dos rizóbios. 

Rizobactérias Local da coleta Planta 

INPA R546, INPA R548 
 

Ramal do Caldeirão, Terra firme, km 3 
 

Pueraria 
phaseoloides 

(Feijão Bravo) 

INPA R560, INPA-R574 
 

Ramal do Caldeirão km3 
 

Pueraria 
phaseoloides 

(Feijão Bravo) 

INPA-R677 
 

Viveiro de Urucu 
 

Cedrelinga 
catenaeformis 
(Cedrorana) 

Fonte: BRITO, 2013 adaptada. 

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos químicos amplamente 

utilizados em diversos setores industriais. Estes compostos são moléculas anfipáticas 

constituídas de uma porção hidrofóbica e uma porção hidrofílica (Figura 9). A porção apolar é 

frequentemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porção polar pode ser iônica (aniônica 

ou catiônica), não-iônica ou anfotérica. Os compostos de origem microbiana que exibem 

propriedades surfactantes, isto é, diminuem a tensão superficial e possuem alta capacidade 

emulsificante, são denominados biossurfactantes (NITSCHKE e PASTORE, 2002; DISAI e 

BANAT, 1997; CAMEOTRA, 1998).  
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Figura 9. Representação genérica de compostos surfactantes.  

 

Os surfactantes microbianos são moléculas complexas e compreendem compostos de 

uma grande variedade de classes químicas, incluindo os peptídeos, ácidos graxos, 

fosfolipídeos, glicolipídeos e lipopeptídeos (BATISTA, 2002). 

O teste de emulsificação é um dos mais importantes para testar a biodegradabilidade 

de microrganismos, quanto mais espessa for a camada emulsificante, maior será a quantidade 

de biossurfactantes hidrofóbicos produzidos. Na Tabela 6 estão descritos as cinco espécies de 

bactérias que apresentaram maior atividade emulsificante dentre os testes realizados por 

BRITO (2013), e que serão utilizados neste estudo para avaliação do seu potencial de 

degradação por determinação das concentrações de hidrocarbonetos após determinados 

períodos de exposição a esses microrganismos. 

Tabela 6. Espessura da camada emulsificante (em cm), de estirpes de rizóbios usando duas 
soluções de sais diferentes e tolueno e petróleo como fontes de carbono. 
 

Bactéria 

Solução salina SYM Solução Salina INPA 

Água em Óleo 

Petróleo Tolueno Petróleo Tolueno 

----------------------------------------------------- cm ------------------------------------------------------- 

Controle 0,32 B 0,42 B 0,41 B 0,46 B 

INPA R557 8,38 A 4,56 A 9,58 A 9,09 A 

INPA R560 7,57 A 6,56 A 8,23 A 10,65 A 

INPA R631 9,42 A 12,78 A 5,61 A 7,58 A 
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Bactéria 

Solução salina SYM Solução Salina INPA 

Água em Óleo 

Petróleo Tolueno Petróleo Tolueno 

----------------------------------------------------- cm ------------------------------------------------------- 

INPA R674 11,08 A 15,52 A 10,98 A 17,90 A 

INPA_R677 8,64 A 12,90 A 13,36 A 12,18 A 

Nota de Avaliação - Atividade Emulsificante: A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo 
Matsuura (2004, apud Moura 2012), Fonte: BRITO, 2013 adaptada. 

Os Rizóbios utilizados por BRITO (2013) foram obtidos de nódulos de plantas 

presentes nas raízes de plantas leguminosas provenientes de solos de várzea, podendo ser 

utilizados em acidentes nesses ambientes. A qualificação da atividade emulsificante foi feita 

de acordo com a convenção adotada por MATSUURA (2004, apud MOURA, 2012), Tabela 

7. 

Tabela 7. Critérios para quantificação de atividade emulsificante. 

Atividade emulsificante 
Altura da emulsão (tipo 

água em óleo) 

Densidade óptica 610 

nm (tipo óleo em água) 

Alta ≥2 cm ≥1,2 U 

Moderada de 1 a 1,9 cm de 0,7 a 1,1 U 

Baixa ‹1 cm de 0,1 a 0,6 U 

Fonte: MATSUURA (2004, apud MOURA, 2012). 

Todos os isolados de rizóbios testados produziram camadas significativas desses 

emulsificantes, conforme se observa pela comparação com a camada formada pelo tratamento 

controle. Segundo MATSUURA (2004), as camadas emulsificantes formadas por todos esses 

isolados são classificadas como altas (bem espessas).  

Segundo BEZZA e CHIRWA (2016) a produção de biosurfactantes in situ leva ao 

aumento da dessorção e emulsificação de contaminantes hidrofóbicos aumentando a sua 

biodisponibilidade o que leva ao aumento do potencial de biodegradação. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar o potencial de biodegradação Rizobactérias em amostras de solo de várzea 

contaminadas por petróleo e óleo diesel. 

 
3.2 Objetivos Específicos 

 Identificar e quantificar os hidrocarbonetos aromáticos em solo de várzea da 

Amazônia central e identificar a origem predominante de matéria orgânica; 

 Ativar cinco Rizobactérias e utilizar na biodegradação de petróleo e do óleo diesel 

em amostras de solo de várzea; 

 Quantificação de propriedades físicas e químicas, que influenciam a ação de 

bactérias degradadoras, em amostras de solo de várzea; 

 Quantificar espécies metálicas na amostra de solo de várzea; 

 Identificar e quantificar hidrocarbonetos policíclicos aromáticos nas amostras 

provenientes do experimento de biodegradação em diferentes tempos de atuação; 

 Identificar e avaliar a abundância relativa dos hidrocarbonetos saturados nas 

amostras provenientes do experimento de biodegradação em diferentes tempos de atuação; 

 Identificar e avaliar a abundância relativa de substância marcadora de 

biodegradação; 

 Avaliar o potencial de biodegradação de petróleo e diesel pela atuação de 

rizobactérias em amostras de solo de várzea. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Amostra ambiental 

As amostras ambientais foram provenientes de solo de várzea localizado no município 

de Manacapuru no estado do Amazonas - S 3.308925; W 60.607647 – (Figura 10). Foram 

realizadas coletas de solo superficial de 0 – 20 cm, em cinco pontos amostrais determinados 

aleatoriamente, peneirados na casa de vegetação do INPA para obtenção de uma amostra 

mista (Figura 11).  

 
Figura 10. Mapa da região de coleta de solo na cidade de Manacapuru-AM (S 3.308925; W 
60.607647). Fonte: Google maps.  

 

 
Figura 11. (a) revolvimento; (b) coleta; (c) armazenamento do solo. Fonte: a própria autora. 

 

 

 

(a) (b) (c) 
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4.2 Propriedades químicas do solo 

A determinação das propriedades físicas e químicas do solo foi realizada de acordo 

com o manual de métodos de análise de solo da EMBRAPA (2011). O detalhamento do 

método específico utilizado para cada parâmetro está descrito na Tabela 8. 

Tabela 8. Metodologias empregadas na determinação das propriedades químicas do solo. 
Propriedades da amostra 

de solo 
Metodologia 

pH Potenciometria 
N (g kg-1) Kjeldahl 
C (g kg-1) Titulometria com K2Cr2O7 

M.O (g kg-1) Gravimetria 
K (cmolc kg-1) Absorção atômica 
Ca (cmolc kg-1) Absorção atômica 
Mg (cmolc kg-1) Titulometria complexiométrica 
Al (cmolc kg-1) Titulometria 

P (mg kg-1) Titulometria 
Fe (mg kg-1) Absorção atômica 
Zn (mg kg-1) Absorção atômica 
Mn (mg kg-1) Absorção atômica 
Cu (mg kg-1) Absorção atômica 

Metais Ba, Cd, Hg, Pb, Se, 
Cr e Sb 

Fluorescência de raio X 

 

4.3 Análise granulométrica 

A análise granulométrica do solo foi realizada pelo método de espalhamento a Laser 

no equipamento Granulômetro Mastersizer 2000, este método compreende partículas de 0,2 a 

2000 µm. 

 
4.4 Ativação de Rizobactérias 

  Os microrganismos adicionados ao solo de várzea contaminado com petróleo e óleo 

diesel foram cinco espécies de Rizobactérias provenientes de solos da Amazônia, pertencentes  

à coleção do Laboratório de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos da Amazônia - 

INPA, que segundo BRITO (2013), possuem alto poder de produção de biosurfactantes e 

estão descritos na Tabela 9. 
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Tabela 9. Identificação das Rizobactérias. 

Identificação Sigla 
Bradyrhizobim sp INPA R560 
Bradyrhizobim sp INPA R631 
Bradyrhizobim sp INPA R557 

Alicyclobacillus sp INPA R674 
Rhizobim sp INPA R677 

 

As espécies isoladas utilizadas no experimento foram adquiridas da coleção do 

Laboratório de Microbiologia de solo do INPA. Para sua reativação as bactérias foram 

pressionadas com uma pinça e feitas as riscagens em placas de Petri contendo meio YM - 

yeast manitol – (Figura 12) conforme descrito por VINCENTE (1970). As placas foram 

incubadas a 28°C até o crescimento de colônias de bactérias e então foram mantidos em tubos 

de ensaio contendo o meio YM, inclinado, segundo descrito por VINCENTE (1970) e 

(SOMASEGARAN e HOBEN, 1985). 

 
Figura 12. Riscagem das Rizobactérias em meio YM. Fonte: a própria autora. 

 
4.5 Delineamentos dos processos de biorremediação 

Para avaliação do potencial de biodegradação das bactérias foi montado um 

experimento onde foram pesados 500 g de solo de várzea em recipiente de vidro, em seguida 

o solo foi submetido à autoclave, para garantir sua total esterilização (Figura 13). 
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Figura 13. Pesagem da amostra de solo e autoclavagem para garantir sua total esterilização. 
Fonte: a própria autora. 

Após a reativação das cinco espécies de bactérias com alto poder para produção de 

biosurfactantes, foi realizada a contagem de colônias de bactérias por hemacitômetro 

Neubauer (Figura 14), em seguida foram preparadas diluições das soluções obtidas para se 

atingir a concentração de 1 × 107 UFC de cada espécie.  

 
Figura 14. (a) Hemacitômetro tipo Neubauer: lâmina retangular em forma de H com 
compartimentos e subcompartimentos. (b) Microscópio para leitura da lâmina. Fonte: a 
própria autora. 

Foram adicionados ao solo uma solução de cada espécie de bactéria e uma fonte de 

carbono, óleo diesel e petróleo (cinco amostras para cada fonte). Em duas outras amostras de 

solo foram adicionados um consórcio das cinco Rizobactérias usando como fonte de carbono 

o óleo diesel em um e o petróleo no outro. O experimento foi realizado com o solo na 

capacidade de campo de 80% (Figura 15). O petróleo e óleo diesel utilizados no experimento 

foram cedidos pela empresa PETROBRAS, provenientes da refinaria de URUCU, Coari – 

(a) (b) 
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AM. ). O experimento foi instalado em condições de laboratório, onde a temperatura variou 

de 27 °C a 30°C. 

 

   

Uma espécie de bactéria do 
gênero Rhizobium com alto poder 

de produção de biosurfactantes 
(totalizando 5 espécies) + 500 g 

de solo esterilizado + 1 % de 
petróleo 

Solução mix de 5 
espécies de bactérias + 

500 g de solo esterilizado 
+ 1 % de petróleo 

500 g de solo 
esterilizado + 1 % 

de petróleo 

500 g de solo não 
esterilizado + 1 
% de petróleo 

 

   

Uma espécie de bactéria do 
gênero Rhizobium com alto poder 

de produção de biosurfactantes 
(totalizando 5 espécies) + 500 g 

de solo esterilizado + 1 % de óleo 
diesel 

Solução mix de 5 
espécies de bactérias + 

500 g de solo esterilizado 
+ de óleo diesel 

500 g de solo 
esterilizado + 1 % 

de óleo diesel 

500 g de solo não 
esterilizado + 1 
% de óleo diesel 

 

(a) 

(b) 

 
Figura 15. Esquema descrevendo o experimento de biodegradação utilizando como fonte de 
carbono (a) petróleo e (b) óleo diesel. 

Foram realizadas três coletas para avaliação das taxas de remoção de hidrocarbonetos, 

nos tempos zero, 48 horas e 21 dias no experimento com óleo diesel; e no experimento com 

petróleo nos tempos zero, após os períodos de 48 horas, 10 e 21 dias, em fluxo laminar para 

prevenir contaminação das amostras (Figura 16). Após as coletas as amostras foram 

armazenadas em recipientes de alumínio, para evitar a contaminação por compostos 

orgânicos, e em seguida congeladas para realização das análises. A utilização de uma espécie 

de bactéria para teste busca mostrar como cada uma contribui para o processo de 

biodegradação, visto que é um processo complexo e diferentes fatores estão relacionados 

nesse sistema. 
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Figura 16. Coleta das amostras provenientes dos experimentos de biodegradação para 
determinação de hidrocarbonetos (totalizando 56 amostras). Fonte: a própria autora. 
 
 
4.6 Determinação de hidrocarbonetos 

4.6.1 Extração 

As amostras de solo provenientes do experimento (10 g) foram homogeneizadas com 

10 g de sulfato de sódio anidro (Na2SO4), previamente descontaminado em forno mufla a 450 

oC por 4 horas. A extração foi realizada por ultrassom, de acordo com o método EPA-US 

3550C, utilizando-se uma mistura com 10 mL de diclorometano e 10 mL de acetona com 3 

repetições durante 20 minutos  cada. Para controlar a eficiência do método foram adicionados 

os padrões de recuperação certificados, obtidos da Sigma-Aldrich, triacontano (nC30d) na 

concentração de 20 mg L-1 para hidrocarbonetos saturados, e p-terfenil 250 ng L-1 para HPA. 

A redução das frações foi realizada em evaporador rotativo e fluxo contínuo de nitrogênio, 

após a secagem total dos extratos, estes foram reconstituídos com hexano até o volume final 

de 1,0 mL. 

 
4.6.2 Fracionamento 

Após extração e concentração do extrato, os processos de limpeza do mesmo e 

fracionamento foram realizados em coluna de cromatografia líquida de vidro com 1,4 cm de 

diâmetro interno, com 2,5 g de sílica gel ativada, 0,5 g de alumina 5% desativada (p/v) e 

aproximadamente 0,5 g de cobre ativado (Figura 17). A primeira fração contendo os 
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compostos saturados (F1) foi eluída com 10 mL de hexano, e a segunda fração (F2) contendo 

os compostos aromáticos foi eluída com 10 mL de mistura de hexano e diclorometano (1:4). 

As amostras foram reduzidas por fluxo contínuo de nitrogênio até o volume final de 1,0 mL. 

 
Figura 17. Fracionamento e limpeza dos extratos realizados em colunas cromatográficas. 
Fonte: a própria autora. 

 
4.6.3 Hidrocarbonetos saturados 

Os hidrocarbonetos saturados (F1) foram analisados segundo o método EPA-US 8270 

D modificado. Para o cálculo de recuperação de F1, foi realizada a adição de padrão 

certificado no início da etapa de extração das amostras para teste de exatidão do método. A 

identificação de n-alcanos individuais em F1 foi obtida com base nos tempos de retenção 

obtidos pela injeção de padrão certificado de C8 a C40. A avaliação da biodegradação de 

alcanos foi realizada por meio da abundância relativa das áreas dos cromatogramas obtidos, 

proporcionais à taxa de recuperação de cada amostra.  

A taxa de degradação de hidrocarbonetos saturados foi calculada segundo a Equação 

1: 

                                            (1) 
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Onde A0 é relativo ao somatório das áreas dos n-alcanos no tempo zero e, Af é relativo  

ao somatório das áreas dos n-alcanos no período final considerado. 

 

4.6.4 Hidrocarbonetos aromáticos 

Os hidrocarbonetos aromáticos foram determinados seguindo método EPA-US 8270 D 

modificado. (Tabela 10) A fase 2, obtida na etapa de fracionamento, recebeu adição de padrão 

interno solução mix de naftaleno – d8, fenantreno – d10, criseno – d12, acenafteno – d10 e 

perileno – d12 na concentração de 250 ng mL-1.   

Tabela 10. Lista de HPA determinados indicados pela EPA-US com seus respectivos pesos 
moleculares, íon prioritário e secundário. 

Composto Abreviação 
Número de 

anéis 

Peso 
Molecular 

(g/mol) 

Ïon 
prioritário 

(m/z) 

Íons 
secundário 

(m/z) 

Naftaleno Naf 2 128,17 128 129; 127 

Acenaftileno Aceftl 3 152,20 152 151; 153 

Acenafteno Ace 3 154,21 154 153; 152 

Fluoreno F 3 166,22 166 165; 167 

Antraceno A 3 178,12 178 176; 179 

Fenantreno Fen 3 178,23 178 179; 176 

Pireno Pi 4 202,26 202 200,203 

Fluoranteno Fl 4 202,26 202 101; 203 

Benzo(a)antraceno B(a)A 4 228,29 228 229; 226 

Criseno Cris 4 228,29 228 226; 229 

Benzo(a)pireno B(a)Pi 5 252,31 252 253; 125 

Benzo(b)fluoranteno B(b)Fl 5 252,32 252 253; 125 

Benzo(k)fluoranteno B(k)Fl 5 252,32 252 253; 125 

Perileno Pe 5 252,32 252 253; 1,25 

Benzo(ghi)perileno B(ghi)Pe 6 276,23 276 138; 277 

Indeno(1,2,3-cd)pireno IPi 6 276,23 276 138; 227 

Dibenzo(a,h)antraceno D(a, h)A 5 278,35 278 139; 279 

Fonte: EPA – US 8270. 
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Para o método analítico com padronização interna, a quantificação individual dos 

HPAs baseou-se em curvas de calibração contruídas com padrões certificados marca Supelco 

obtido do Sigma- Aldrich contendo uma mistura de 16 HPA, na faixa de 50 a 1000 ng L-1, 

para a curva de baixa concentração; e de 1000 a 10.000 ng L-1, para a curva alta concentração. 

Para o cálculo de recuperação de F2, foi realizada a adição de padrão certificado no início da 

etapa de extração das amostras. Os coeficientes de correlação variaram de 0,9810 a 0,9987 

para a curva baixa dos 16 HPA; para o fenantreno e criseno foram utilizadas as curvas altas, 

devido a alta concentração desses compostos. Os graus de correlação foram de 0,9988 e 

0,9986, respectivamente (Tabela 22 – ANEXO III). O limite de detecção e de quantificação 

do método foi de 0,13 a 27,27 µg L -1 e de 0,90 a 50,03 ng g-1(Tabela 22 – ANEXO III), 

respectivamente, 

Os hidrocarbonetos policíclicos determinados são os descritos pela EPA-US (Tabela 

10) e os saturados, foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de 

massa (CG-EM) no equipamento Trace GC Ultra, acoplado ao espectrômetro ISQ Single 

Quadrupole MS da Themo Scientific (Figura 18), utilizando coluna capilar DB5/MS (30 m × 

0,25 mm × 0,25μm). 

 
Figura 18. Cromatógrafo Trace GC Ultra, acoplado ao espectrômetro ISQ Single Quadrupole 
MS da Themo Scientific. 
 

A taxa de degradação de HPA foi obtida através da equação 2: 

                                           (2) 

Onde  Ci= concentração inicial de HPA e  Cf= concentração final de HPA. 
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4.7 Tratamento dos dados 

Para obtenção dos dados, o tratamento dos espectros de massa obtidos foi realizado 

pelo software THERMO XCALIBUR 2.2, e o cálculo das concentrações de HPA e taxas de 

degradação por meio do EXCEL 2010. 

Foi realizado o teste de normalidade (Shapiro – Wilk) para os dados ao nível de 95 % 

de confiança. 

Ao ser avaliada a não normalidade dos dados, realizou-se a normalização logarítmica 

dos dados segundo as equações 3 e 4: 

 

                                             (3) 

                                         (4) 

 

 Com os dados normalizados, foi utilizado o software ORIGIN 8.0 para realização das 

análises estatísticas. Foi realizado teste estatístico ANOVA de uma variável para avaliar o 

potencial de remoção de hidrocarbonetos de petróleo em cada fonte de carbono utilizada. Foi 

realizado teste pelo método Turkey para comparar e avaliar a diferença entre a remoção pelas 

Rizobactérias em petróleo e diesel, a fim de identificar para qual fonte de carbono o 

experimento de biodegradação é mais eficiente. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização química do solo 

Os critérios utilizados para interpretação dos resultados encontram-se descritos no 

ANEXO I. 

As análises químicas da amostra de solo de várzea estão descritos na Tabela 11, que 

constam no ANEXO I. Segundo MARCHI (2008) a qualidade do solo está altamente 

relacionada à sua produtividade. Segundo os métodos agronômicos, que avaliam as análises 

para avaliação da fertilidade do solo, o valor encontrado de pH (5,78) é classificado como 

médio (Tabela 17 – ANEXO I).  De acordo com HARA e OLIVEIRA (2005) a maioria de 

rizóbios isolados é tolerante à acidez. De acordo com estes autores na presença de acidez 

esses microrganismos apresentaram maior crescimento em menor período de tempo.  

Tabela 11. Principais propriedades da amostra de solo de Manacapuru. 

Propriedades da amostra de solo 
Quantificação das 

propriedades 
pH 5,78 
N (g kg-1) 15,4 
C (g kg-1) 166,6 
C/N 10,81 
M.O (g kg-1) 287,22 
K (cmolc kg-1) 0,50 
Ca (cmolc kg-1) 10,92 
Mg (cmolc kg-1) 2,86 
Al (cmolc kg-1) 0,05 
P (mg kg-1) 125 
Fe (mg kg-1) 1139 
Zn (mg kg-1) 14,40 
Mn (mg kg-1) 241,50 
Cu (mg kg-1) 6,60 

 

De acordo com a classificação agronômica, Tabela 18, Tabela 19 e Tabela 20 

(ANEXO I), os parâmetros P, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu apresentaram valores muito altos. Os 

altos valores de Cu, Zn e Mn corroboram com os resultados de MAGALHÃES e GOMES 
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(2013) que também encontraram altos valores para esses nutrientes. A concentração de Fe 

(1139 mg kg-1) foi 24 vezes acima do nível considerado alto de 45 mg kg-1, fato também 

observado por FAJARDO et al. (2009) que encontraram valores de 794 a 2.104 mg kg-1. 

Segundo LIMA et al. (2005) os teores de ferro sempre são mais elevados na área superficial 

do solo de várzea, esse comportamento está relacionado aos teores mais elevados de matéria 

orgânica, tendo consequentemente formas menos cristalinas de óxidos de Fe nos horizontes 

superficiais, as quais são mais facilmente reduzidas. 

A concentração de P na região foi alta (125 mg kg-1) segundo FAJARDO et al. (2009) 

níveis mais elevados desse  elemento são encontrados nas camadas superficiais do solo. 

A matéria orgânica (M.O) do solo refere-se a todo material orgânico contido no solo, 

incluindo a liteira, as frações leves, a biomassa microbiana, substâncias orgânicas solúveis em 

água e a matéria orgânica estabilizada, comumente denominada húmus (STEVENSON, 

1994). A M.O é referida como indicadora da qualidade do solo em virtude de sua 

suscetibilidade de alteração em relação às práticas de manejo e por correlacionar-se com a 

maioria das propriedades do solo (MIELNICKZUK, 1999). Os valores de M.O e N 

classificam a amostra de solo avaliada como fértil (Tabela 21 – ANEXO I), diferindo dos 

resultados encontrados por FAJARDO et al. (2009), que caracterizaram as baixas 

concentrações desses parâmetros como limitantes para a produção agrícola na área de várzea 

da Amazônia. 

O alto teor de nitrogênio na amostra (15,4 g kg-1) difere dos normalmente encontrados 

na região de várzea que são geralmente baixos (FAJARDO et al., 2009), no entanto o valor 

encontrado sugere atividade de microrganismos presentes no solo atuando na fixação desse 

nutriente. Durante o trabalho de campo foram encontradas na região espécies vegetais com 

nódulos que sugerem presença desses microrganismos (Figura 19). O teor de N encontrado é 
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9 vezes o valor que classifica o solo muito bom em termos de fertilidade que é de 1,7 g kg-1 

(Tabela 21 – ANEXO I). 

 
Figura 19. Espécie vegetal no local de coleta de solo de várzea. Fonte: a própria autora. 

 

Os valores de Aℓ e K apresentaram-se muito baixo e médio, respectivamente. A baixa 

concentração do alumínio (0,05 cmolc kg-1) apresenta aspecto positivo para o experimento de 

biodegradação, já que sua presença no solo é classificada como fitotóxica. HARA e 

OLIVEIRA (2005) ao avaliarem a tolerância de rizóbios, isolados de nódulos de espécies 

vegetais, ao alumínio notou-se a alta sensibilidade desses microrganismos. Baixas 

concentrações de Aℓ também foram observadas por FAJARDO et al. (2009) com valores de 

0,0 a 4,1 cmolc kg-1.  

O teor de C na amostra de solo foi bastante alto de 166,6 g kg-1, valor bem acima do 

encontrado por MAGALHÃES e GOMES (2013) que foi de 6,38 a 9,34 g kg nas camadas 

superficiais do solo de várzea (10 – 30 cm). A baixa razão C/N indica alta incorporação de N 

no solo. 

Os resultados de análise granulométrica (Tabela 12) do solo mostram predominância 

das frações mais finas argila e silte, mostrando menor contribuição da fração mais grossa 

(areia), segundo GUIMARÃES et al. (2013) essa distribuição granulométrica reflete a 

natureza sedimentar recente das partículas minerais que constituem o ambiente de várzea, fato 
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comprovado pela razão silte/argila com valor de 5,53, de acordo REBOUÇAS et al., (2014)  

razão silte/argila > 1,0 indica solos jovens e pouco intemperizados. 

Tabela 12. Resultados da análise granulométrica da amostra de solo. 
Análise granulométrica (%) 

Areia 14,07 ± 4,26  
Silte 68,50 ± 3,00 

Argila 12,39 ± 1,37 
 

A presença de metais pesados no solo pode ser inibitória para biodegradação de 

compostos orgânicos por exercer toxicidade para microrganismos (MEGHARAJ e NAIDU, 

2008). As concentrações de metais na amostra de solo estão descritos na Tabela 13. Os 

valores de metais avaliados na amostra de solo foram, em geral, abaixo do recomendado pela 

Canadian Environmental Quality Guidelines (CEQG). As concentrações de Ba, Cd e Se 

apresentaram valor acima do recomendado pela CEQG. ROANE et al. (2001) avaliaram que 

valores de 60 mg kg-1 de Cd no solo mostram ação inibitória das enzimas ácido 2,4 fenol 

acético de bactérias Alcaligenes eutrophus. 

Tabela 13. Concentrações de metais na amostra de solo de Manacapuru. 

Metal Sb Ba Cd Cr Pb Hg Se 
Concentração 

(mg kg -1) 
N.d. 1210,1 58,3 0,5 15,0 N.d. 20,0 

Valor de 
recomendação 

CEQG 
(mg kg-1) 

12 750 1,4 64 70 6,6 1,0 

N. d. = abaixo do limite de detecção do equipamento, CEQG: Canadian Environmental 
Quality Guidelines 
Não foi identificado desvio padrão entre as replicatas das análises de metais. 

 

Os microrganismos diferem em relação aos seus mecanismos de tolerância em relação 

a contaminantes metálicos específicos (MEGHARAJ e NAIDU, 2008). GILLER et al. (1998) 

demonstraram que Rhizobium meliloti foi menos sensível a metais pesados que Rhizobium 

leguminosarum e Rhizobium loti.  
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5.2 HPA no solo 

A recuperação dos compostos variou entre 60 e 130%. A avaliação das concentrações 

de HPA na amostra de solo apresentou a maior concentração de fenantreno (Fen) com 3,67 ng 

g-1 e a menor de pireno com 1,16 ng g-1 (Figura 20a). A amostra de solo apresentou baixas 

concentrações em relação a HPA, dos 16 considerados foram identificados na amostra de solo 

de várzea a presença de 3 HPA, Fenantreo (Fen), Fluoranteno (Fl) e Pireno (Pi)  (Figura 20b), 

diferenciando dos resultados de WILCKE et al. (2003), que ao avalir solo de várzea em região 

próximo a Manaus, encontrou predominância de naftaleno, fenantreno e perileno.   
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Figura 20. (a) Cromatograma de identificação dos HPA na amostra de solo natural (b) 
Concentração de HPA na amostra de solo de natural. (trocar a figura, filtando apenas os 
compostos detectados) 

O ∑HPA (6,75 ng g-1) foi abaixo do valor indicado para limite ambiental internacional 

para os 16 HPA indicados pela US-EPA (2005), que é de 766 ng g-1 em relação ao TEL 

(Threshold Effects Level), nível ao qual não se observam efeito nocivo à comunidade 

biológica, e de 7070,90 ng g-1 em relação ao PEL (Probable Effects Leval) nível ao qual, 

frequentemente, há efeito nocivo à comunidade biológica. 

Estudos sobre concentrações de hidrocarbonetos de petróleo são escassos na região da 

Amazônia Central. Registros pioneiros podem ser visto por OLIVEIRA et al., 2007a e 

OLIVEIRA et al., 2007b, apresentaram níveis basais de HPAs e outros marcadores 

moleculares em sedimentos do rio Solimões e lagos associados.  

Os autores observaram baixas concentrações para o somatório de 37 HPAs de 52 a 

1110 ng g-1 e os índices diagnóstico calculados apresetaram além da forte origem biogênica a 

forte presença de hidrocarbonetos de fontes pirogênicas.  

SOUZA et al. (2015) estudou os sedimentos da orla do Rio Negro da cidade de 

Manaus que é a cidade mais populosa do estado do Amazonas, com cerca de 2,1 milhões de 

habitantes, esta região apresenta fortes indícios de impactos por poluição antrópica e os níveis 

de HPA encontrados foram de  6,5 a 5348 ng g-1. 
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Estudos relacionados a níveis de HPA e outros hidrocarbonetos de petróleo em solo da 

região Amazônica não foram encontrados. 

 

5.3 Biodegradação de n-alcanos 

Ao se avaliarem os cromatogramas referentes à fração de n-alcanos do diesel e do 

petróleo utilizado para o experimento nota-se presença de série homóloga de C10 a C30 

(Figura 21a) no diesel e no petróleo a presença de C9 a C35 (Figura 21b), o petróleo por ser 

mais complexo possui compostos de maior peso molecular. 
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Figura 21. Cromatograma da fração 1 (a) óleo diesel; (b) petróleo utilizado o experimento. 
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Segundo LIU et al. (2011) a decomposição de hidrocarbonetos saturados é dominante 

em relação aos aromáticos, os n-alcanos (C14 - C30) são preferencialmente consumidos por 

bactérias e mais suscetíveis à biodegradação (DAS e MUKHERJEE, 2007). As taxas de 

degradação de n-alcanos mostram que as bactérias foram mais eficientes na remoção destes 

compostos no petróleo, todas as espécies levaram diminuição dos níveis de n-alcanos totais.  

Os consórcios apresentaram taxa de remoção próximas nos dois experimentos, no óleo 

diesel a taxa de remoção foi de 67,57 % e no petróleo foi de 67,80 % (Tabela 14).  A espécie 

INPA R677 apresentou 47,38 % de remoção no óleo diesel e 68,33 % no petróleo no período 

de 48 horas. No período de 21 dias as taxas foram de 88,89 % de remoção de n-alcanos no 

óleo diesel e 97,74 % de remoção no petróleo, sendo, assim, a espécie com maior potencial de 

degradação de n-alcanos.  

Tabela 14. Taxas de degradação dos hidrocarbonetos n-alcanos nas amostras provenientes da 
degradação microbiana nos períodos de 48 horas e 21 dias no experimento com óleo diesel e 
com petróleo. 

Óleo diesel 

ISOLADOS 
INPA 
R560 

INPA 
R631 

INPA 
R557 

INPA 
R677 

INPA 
R674 

CONSÓRCIO 
CONTROLE 

1 
CONTROLE  

2 

 .......................................................%................................................................ 
48 HORAS 46,04 43,40 62,61 47,38 34,61 18,63 27,03 12,95 

21 DIAS 62,02 49,09 63,19 88,89 65,87 67,57 38,37 25,21 
Petróleo 

ISOLADOS 
INPA 
R560 

INPA 
R631 

INPA 
R557 

INPA 
R677 

INPA 
R674 

CONSÓRCIO 
CONTROLE 

3 
CONTROLE  

4 

 ......................................................%................................................................ 
48 HORAS 48,32 33,17 30,24 68,33 41,84 50,68 1,49 0,32 

21 DIAS 84,96 33,24 84,89 97,74 90,65 67,80 77,14 29,21 
 

 

A espécie INPA R631 apresentou as menores taxas de degradação de n-alcanos com 

valores de 43,40 % e 33,17 % para os experimentos com óleo diesel e petróleo, 

respectivamente, no período de 48 horas. E, no período de 21 dias, as taxas foram de 49,09 % 

no óleo diesel e 33,24 % no petróleo.  

BRITO (2013) avaliou a produção de biossurfactantes por estes isolados através do 

teste de medição da espessura da camada emulsificante (Tabela 6), de acordo com este teste a 
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espécie INPA R631 apresentou valor de 5,61 cm de espessura, enquanto o isolado INPA 

R677 apresentou um valor 13,36 cm sendo esta, portanto, capaz de produzir mais 

biossurfactantes, que facilita a degradação de hidrocarbonetos por bactérias. 

Os controles 2 e 4, apresentaram taxa de biodegradação de 25,21 % no óleo diesel e de 

29,21 % no petróleo após o período de 21 dias, comprovando que ocorre uma perda destes 

compostos por volatilização.   

A abundância de n-alcanos ≤ C20 foi maior tanto no diesel (Figura 22) quanto no 

petróleo (Figura 23), no período de 21 dias de incubação os teores dessa fração de 

hidrocarbonetos foram os que diminuíram em todos os tratamentos do experimento com óleo 

diesel. Os hidrocarbonetos alifáticos de menor peso molecular são os compostos prioritários 

na remoção por microrganismos (HEAD et al, 2003; PETER et al, 2005a, ELSHAFIE, 2007). 
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Figura 22. Abundância relativa do somatório dos n-alcanos ≤C20 e >C20 no experimento com 
óleo diesel nos tempos zero, 48 horas e 21 dias. 
 

Em relação aos n-alcanos de maior peso molecular (C>20), obteve-se maior remoção 

em relação aos tempos inicial e final do experimento para os tratamentos INPA R631, 557, 

677 e 674 no experimento com o óleo diesel, demostrando que estes isolados 

individualmente, atuaram satisfatoriamente na remoção de n-alcanos de maior peso 

molecular.  
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No experimento usando como fonte de carbono o petróleo, com exceção do tratamento 

controle 4, todos apresentaram alta remoção, tanto de n-alcanos C≤C20 quanto os de maior 

peso molecular >C20. 
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Figura 23. Abundância relativa do somatório dos n-alcanos ≤C20 e >C20 no experimento com 
petróleo nos tempos zero, 48 horas e 21 dias. 

 

Ao avaliar o cromatograma de íons total nota-se diminuição da MNCR durante o 

período de incubação do experimento com óleo diesel. Essa diminuição foi bem mais 

expressiva do que o controle 2 entre os tempos inicial e final quando usada a espécie INPA 

R677 (Figura 24a), que teve taxa de remoção do somatório de n-alcanos de 97,74 % (Figura 

24b) a diminuição de n-alcanos em relação ao tempo inicial foi de 25,21 %. 
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Figura 24.Cromatograma de íons total nos tempos inicial e final de incubação do experimento 
(a) isolado INPA R677- potencial de degradação 88,89 %; (b) controle 2 – potencial de 
degradação 25,21% no experiemnto com óleo diesel. 
 

A grande quantidade de compostos de alto peso molecular são responsáveis pelo alto 

perfil de MNCR em petróleo e seus derivados (GUO et al., 2011), logo a sua diminuição pode 

ser atribuída à conversão de moléculas mais complexas em compostos mais simples durante o 

processo de biodegradação. 
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Figura 25. Cromatograma de íons total nos tempos inicial e final de incubação do experimento 
(a) isolado INPA R677- potencial de degradação 97,74 %; (b) controle 2 – potencial de 
degradação 29,21% no experimento com Petróleo. 
 

A MNCR se comportou da mesma forma no experimento que utilizou o isolado INPA 

R677 (Figura 27a) como fonte de carbono o petróleo, quando comparada com o experimento 

com o óleo diesel. Houve alta taxa de remoção de n-alcanos e a diminuição da MNCR entre 

os tempos inicial e final de incubação do experimento. No controle havia somente o solo 

autoclavado e óleo diesel e observou-se pouca variação da MNCR (Figura 25b). 

 

5.4 Biodegradação de HPA 

Nas amostras provenientes do experimento de biodegradação foram identidificados 

cinco HPA dos 16 avaliados (Figura 26a) foram eles naftaleno (Naf), acenafteno (Ace), 

fluoreno (F), fenantreno (Fen), criseno (Cris) e benzo(a)pireno (B(a)P), que, com exceção do 

naftaleno, coincidem  com os mesmos hidrocarbonetos encontrados na caracterização do óleo 

diesel (Figura 26b) e no petróleo (Figura 26c) adicionados ao solo para os experimentos, 

sendo o Fenantreno encontrado em maior concentração em todas amostras.  
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Figura 26. Cromatograma da fração 2 (a) amostra do experimento de biodegradação; (b) óleo 
diesel; (c) petróleo. 
 

O naftaleno é o hidrocarboneto mais simples dos 16 indicados pela EPA-US (2001), 

hidrocarbonetos de baixo peso molecular são produzidos durante o processo de biodegradação 
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de HPA de alto peso molecular (WAIGI et al., 2015). Segundo QIN et al. (2017) 

hidrocarbonetos de 5 anéis ao serem degradados se abrem produzindo compostos aromáticos 

de um a quatro anéis que são mais biodisponíveis. 

As concentrações iniciais de HPA no tempo zero apresentaram diferentes 

concentrações, o que não era esperado, pois foram adicionadas as mesmas quantidades de 

petróleo e óleo diesel no início do experimento (1 % m/m). No entanto observaram-se 

diferenças entre as amostras, visto que algumas apresentaram maior umidade que outras. Ao 

se avaliar o grau de correlação de Pearson (p≤0,05), entre as concentrações iniciais de HPA e 

as camadas emulsificantes produzidas por estes microrganismos (Tabela 6), nota-se 

correlação positiva com valor do coeficiente de regressão linear de 0,70 no experimento com 

óleo diesel; e 0,83 no experimento com petróleo, indicando que a produção de 

biossurfactantes influencia no processo de extração de HPA. CRAMPON et al. (2016) ao 

avaliarem a extração de HPA em solo com diferentes fases aquosas concluiu que 

biossurfactantes podem influenciar nas concentrações de HPA obtidas, indicando que a sorção 

de HPA ao solo controlam os processos de biodegradação, e que surfactantes aniônicos 

possuem boa capacidade de dessorção de HPA, de baixo e de alto peso molecular a partir do 

solo.  

Das cinco espécies de rizobactérias testadas no experimento com óleo diesel duas 

delas, individualmente, apresentaram diminuição das concentrações de HPA total (HPAT), a 

espécie INPA R557 diminuiu a concentração de HPAT de 1668,72 ng g-1 para 236,13 ng g-1 

(Figura 27), a espécie INPA R677 apresentou concentração total de HPA de 1590,95 ng g-1 no 

tempo zero e 435,40 ng g-1 após o período de 21 dias. O consórcio com as cinco espécies 

diminuiu a concentração inicial de HPA de 659,66 ng g-1 para 240,08 ng g-1 no período final. 
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Figura 27. Concentração do somatório de HPA [∑HPA = Acenafteno + Fluoranteno + 
Fenantreno + Criseno + Benzo(a)pireno] nos experimentos com óleo diesel. 
 

O controle 1, em que foi utilizado o solo sem esterilizar também apresentou 

diminuição da concentração de HPAT de 1751,77 ng g-1 para 353,94 ng g-1, sugerindo que no 

próprio solo utilizado para o experimento ocorre atividade microbiana atuante na degradação 

do óleo, sendo, portanto aplicável a este ambiente a técnica de bioestimulação, que consiste na 

utilização da microbiota indígena estimulando suas condições de crescimento por meio da 

adição de nutrientes (SUN et al., 2012). 

As concentrações de HPA avaliadas foram menores no experimento com petróleo em 

relação ao experimento com diesel, isso se deve ao fato de produção de HPA estar relacionada 

a combustão incompleta da matéria orgânica (PETERS et al., 2005a), e dessa forma nos 

próprios processos de refino do petróleo pode ocorrer formação de HPA levando ao aumento 

das concentrações desses compostos em seus derivados.  

Entre os cinco isolados testados no experimento com petróleo três apresentaram 

diminuição na concentração de HPAT, sendo eles os microrganismos INPA 560, 557 e 677 

(Figura 28).  
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INPA R557 diminuiu a concentração de 724,42 ng g-1 para 167,57 ng g-1, INPA R677 

levou a diminuição da concentração de 586,14 ng g-1 no tempo zero para 242,81 ng g-1 após o 

período de 21 dias.  
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Figura 28. Concentração do somatório de HPA [∑HPA = Acenafteno + Fluoranteno + 
Fenantreno + Criseno + Benzo(a)pireno] nos experimento com petróleo nos tempos zero, após 
o período de 48h, 10 dias e 21 dias. 
 

O isolado INPA R560 não apresentou diminuição da concentração de HPAT no 

experimento com óleo diesel, no entanto no experimento utilizando como fonte de carbono o 

petróleo notou-se diminuição da concentração de 427,42 ng g-1 para 104,69 ng g-1, por este 

microrganismo. 

O fenantreno é um HPA de baixo peso molecular, obtido da fusão de três anéis de 

benzeno em um arranjo angular, é formado através da transformação geológica térmica e por 

meio de queimadas que ocorrem naturalmente nas florestas. Os HPA de três anéis são os 

produtos primários da combustão de materiais orgânicos (PETERS et al., 2005a). Segundo 

(OLIVEIRA, 2007) ao avaliar sedimento na região amazônica tanto em área remota quanto 

em área industrial o fenantreno apresentou os maiores teores em relação aos 16 HPA 

prioritários. As bactérias INPA R560, 631 e 674 levaram ao aumento da concentração desse 
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composto após o período de 21 dias, o mesmo foi observado no controle 2, sem a adição de 

microrganismos mostrando que em processos naturais de degradação da matéria orgânica esse 

composto é formado (Figura 29). A bactéria INPA R631levou ao aumento da concentração de 

fenantreno em um período de 48h, no entanto ao período de 21 dias observa-se diminuição da 

sua concentração indicando início de degradação neste período. Os tratamentos INPA R557, 

INPA R677, consórcio e controle 1 ocorreu diminuição da concentração no fenantreno após o 

período de 21 dias, comprovando o potencial de degradação desses tratamentos. 
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Figura 29. Concentração de fenantreno no experimento com óleo diesel nos tempos zero, após 
o período de 48h e após 21 dias no experimento com óleo diesel. 
 

O fenantreno foi o composto que apresentou as maiores concentrações tanto no 

petróleo quanto no óleo diesel, no entanto no óleo diesel as concentrações deste composto 

foram duas vezes aquelas encontradas no petróleo. Os isolados INPA R631, 674 e controle 4 

levaram ao aumento da concentração de fenantreno no tempo final de avaliação do 

experimento. As espécies INPA R560, 557, 677, o consórcio e controle 3 levaram à 

diminuição das concentrações do fenantreno após o período de 21 dias. O isolado INPA R560 

destacou-se, no experimento com óleo diesel levou ao aumento da concentração final de 

fenantreno, no entanto, no experimento utilizando petróleo como fonte de carbono as 
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concentrações de fenantreno reduziram de 174,06 ng g-1 no tempo zero para 104,56 ng g-1 

após o período de 21 dias de incubação (Figura 30). 
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Figura 30. Concentração de fenantreno no experimento com petróleo nos tempos zero, após o 
período de 48h, após 10 dias e 21 dias. 

 

O B(a)P foi classificado pela Agência Internacional em Pesquisa de Câncer (IARC) 

como grupo 1 na probabilidade carcinogênica aos humanos (ABDEL-SHAFY e MANSOUR, 

2016). As espécies INPA R 677 e 557, foram capazes de diminuir a concentração deste 

composto tanto no experimento com óleo diesel quanto no experimento com o petróleo, do 

decréscimo na concentração de diesel foi de  81,25 ng g-1 no tempo zero para 12,07 ng g-1 no 

tempo final, e no petróleo de 28,06 ng g-1 no tempo zero para 10,48 ng g-1 no tempo final 

(Figura 31 Figura 32). Os consórcios e os controles 1 e 3 também foram capazes de diminuir a 

concentração desse contaminante no solo de várzea. MANSOURI et al. (2017) ao avaliarem a 

degradação de B(a)P pela bactéria M. maritypicum CB7, notaram que ela foi capaz de 

diminuir a concentração de B(a)P de 10 mg L-1 para 3,10 mg L-1 (69 %) em um período de 

trinta dias, no entanto, sua avaliação se deu utilizando esse HPA individualmente. 
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Figura 31. Concentração dos HPA Acenafteno (Ace), Fluoreno (F), Criseno (Cris) e 
Benzo(a)pireno (B(a)P nos isolados (a) INPA R 560; (b) INPA R631; (c) INPA R557; (d) 
INPA R677; (e) INPA R674; e no, (f) Consórcio; (g) controle 1; (g) controle 2 no 
experimento utilizando como fonte de carbono o óleo diesel. 
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Figura 32. Concentração dos HPA Acenafteno (Ace), Fluoreno (F), Criseno (Cris) e 
Benzo(a)pireno (B(a)P nos isolados (a) INPA R 560; (b) INPA R631; (c) INPA R557; (d) 
INPA R677; (e) INPA R674; e no, (f) Consórcio; (g) controle 1; (g) controle 2utlizando como 
fonte de carbono o petróleo. 

 

O criseno foi o composto que após o fenantreno apresentou as maiores concentrações 

nas amostras avaliadas. Segundo a IARC foi classificado como grupo 2B na probabilidade 

carcinogênica aos humanos (ABDEL-SHAFY e MANSOUR, 2016), é um HPA de 4 anéis 

eportanto tende a ser mais resistentes à biodegradação. A espécie INPA R677 levou a 

diminuição das concentrações deste composto de 80,14 ng g-1 para 12,07 ng g-1 no período 

final de incubação no experimento com petróleo e, de 222,82 ng g-1 para 140,51 ng g-1 após o 

período final de incubação, no experimento com óleo diesel. Isso comprova o potencial de 
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degradação desse microrganismo para a redução do criseno em matrizes complexas como 

petróleo e seus derivados. GHEVARIYA et al. (2011) ao avaliarem a biodegradação de 

criseno por Achromobacter xylosoxidans, uma bactéria halotolerante isolada de área poluída 

com petróleo bruto, notaram uma diminuição de 85,96 % na concentração de criseno em um 

período de cinco dias. No entanto a sua avaliação não levou em consideração matrizes 

complexas como o petróleo, onde o acesso do microrganismo ao composto é mais difícil, 

devido a competição com outros compostos mais biodisponíveis. 

CHENG et al. (2018) afirmam que a suscetibilidade de HPA à biodegradação não está 

baseada no seu número de anéis aromáticos, e sim na estrutura dos substratos nos organismos 

responsáveis pela biodegradação, os quais controlam a habilidade de penetração na membrana 

celular de forma a ativar a enzima microbiana responsável pela assimilação do composto. 

O acenafteno e o fluoreno são compostos isômeros, formados pela fusão de três anéis 

benzênicos. A concentrações desses compostos, com exceção nos tratamentos com o isolado 

INPA R674 e no controle 2, diminuíram durante o período de incubação do experimento com 

óleo diesel (Figura 31). Comportamento um pouco diferente foi verificado no experimento 

com o petróleo, pois houve mais variação das concentrações desses compostos entre os 

diferentes tratamentos do experimento (Figura 32).  

De acordo com MARCHAND et al. (2017) a volatilização é o fator mais importante 

processo que controla os processos de HPA de baixo peso molecular no ambiente, com 

exceção do isolado INPA R674, nas primeiras 48 horas houve diminuição desses compostos 

em todos os tratamentos do experimento com óleo diesel. No tempo final de incubação, em 

alguns tratamentos as concentrações de Ace e F, tornaram a aumentar, indicando que a 

degradação de outros compostos de maior peso molecular do diesel provoca o aumento destes 

compostos. 
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YESSICA et al. (2013) verificaram que o isolado CIAT 899 (Rhizobium tropici) foi 

capaz de degradar 50 % de Fen, e 45 % de B(a)P, após 120 h. Em comparação, o isolado 

INPA R557 (Bradyrhizobim sp) foi capaz de degradar 73,50 % do Fen e 72,02 % e 65,17 do 

B(a)P em 48 horas (Tabela 15). Em relação às taxas de degradação de HPA total, HPAT, se 

destacaram as espécies INPA R557 e consórcio com as cinco espécies que apresentaram 

remoção de 71,57 % e 41,84 % em apenas 48h, neste mesmo período o controle 1 teve taxa de 

degradação de 18,77%.  

As taxas de degradação pelos isolados INPA R557 foi de 72,63 %, para INPA R677 

foi de 85,85 %,e para o consórcio com os cinco isolados foi de 63,61 % (Tabela 15), no 

período de 21 dias. BISHT et al. (2014) utilizando um isolado de rizobactéria obteve 

degradação de 45,6 % de HPAT em solo após o período de 120 dias. 

Tabela 15. Taxas de degradação dos HPA nos períodos de 48 horas e 21 dias no experimento 
com óleo diesel. 

   48 horas    
Bactéria Ace F Fen Cris B(a)P ∑HPA 

  -------------------------------------------- %  ------------------------------------------ 
INPAR560 42,92 27,05 35,96 19,02 21,56 33,98 
INPA R631 87,65 -404,22* -248,72* 27,96 29,34 -112,95* 
INPA R677 83,04 66,72 29,74 36,94 67,75 38,18 
INPA R557 61,57 72,61 73,50 64,48 65,17 71,57 
INPA R674 -83,78* -134,41* -12,03* 9,40 -57,33* -14,53* 
Consórcio  72,31 64,48 27,63 27,63 -4,77*  41,84 
Controle 1 62,64 37,88 11,14 17,95 29,75 18,77 
Controle 2 51,90 23,44 -108,52* -480,42* -314,46* -129,99* 

   21 dias    
Bactéria Ace F Fen Cris B(a)P ∑HPA 

 -------------------------------------------- %  ------------------------------------------ 
INPAR560 60,51 32,04 -17,53* -11,03* -31,65* -0,81* 
INPA R631 52,24 3,03 -99,39* -121,51* -52,95* -58,4* 
INPA R677 80,87 86,37 86,81 82,32 82,67 85,85 
INPA R557 83,04 67,39 79,81 36,94 67,75 72,63 
INPA R674 -322,39* -259,16* -37,03* 8,93 -18,02* -43,17* 
Consórcio 1 82,94 76,88 52,73 52,73 57,16 63,61 
Controle 1 97,86 60,18 76,82 85,82 84,21 79,80 
Controle 2 -89,15* -16,76* -185,19* -232,83* -64,17* -162,06* 

  *Os valores de taxas de degradação negativos descritos correspondem à formação destes 
compostos durante o processo de biodegradação. 
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As espécies INPA R557 e INPA R677 se destacaram na diminuição da concentração 

de fen, com taxa de degradação deste composto de 86,81% e 79,81% após o período de 21 

dias, respectivamente, sendo a sua atuação individual mais eficiente para a remoção do 

fenantreno que o consócio com as cinco espécies que apresentou remoção de 52,73 %. Este é 

o composto mais abundante em combustíveis fósseis (SUPAKA et al., 2001), no entanto, é 

bem sensível a biodegradação quando comparado com o antraceno, por exemplo (BIACHE et 

al., 2014). 

O benzo(a)pireno por sua recalcitrância e alta toxicidade é indicado pela EPA-US 

(2001) como um contaminante prioritário. Os isolados INPA R560, INPA R557 e INPA R674 

são impróprios para remoção de óleo, pois levaram ao aumento da concentração final desse 

composto. A remoção deste foi maior no controle com taxa de degradação de 84,21% (Tabela 

16). Em 2000 BOONCHAM et al. avaliaram a degradação do B(a)P e identificaram que sua 

degradação era nula por culturas puras de bactérias, identificando que a degradação por 

espécies isoladas não é viável. No entanto, no presente trabalho a taxa de degradação foi de 

65,17% e 67,75% em 48 horas e 21 dias, respectivamente pela espécie INPA R557, e o 

isolado INPA R 677 apresentou taxa de degradação de 67,75 em 48 horas e 82,67% em 21 

dias. 

Os valores de taxas de degradação negativos descritos nas Tabela 15 e Tabela 16 

correspondem à formação destes compostos durante o processo de biodegradação, segundo 

PETERS et al. (2005a) o HPA é formado por meio da decomposição incompleta da matéria 

orgânica. ORTEGA-CALVO et al. (2013) alertam para o fato de algumas estratégias de 

biorremediação amentarem a biodisponibilidade de HPA, portanto não necessariamente 

diminuem o risco ao ambiente. Dessa forma um processo de biorremediação satisfatório é 

aquele que não só atende aos protocolos de remoção de contaminantes, mas também aumenta 

a qualidade do ambiente. 
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Durante o processo realizado pelos microrganismos testados no experimento as 

espécies INPA R560, 631 e 674, levaram ao aumento da concentração destes contaminantes 

no solo, indicando que essas bactérias ao decomporem o diesel levam à formação destes 

compostos. É conhecido que HPA podem ser sintetizados biologicamente por certas bactérias 

durante a decomposição da matéria orgânica (ABDEL-SHAFY e MANSOUR, 2016). O 

controle 2 também mostrou taxa de degradação negativa, demostrando que a ausência dos 

microrganismos favorece a formação de HPA no meio. 

No experimento com petróleo, a biodegradação mais expressiva no tempo de 48 horas 

foi realizada pelo isolado INPA R557 com 51,00 %. Também apresentou a maior taxa de 

degradação no óleo diesel neste período, o que comprova o seu potencial. No consórcio 77,09 

% de assimilação de HPAT, valor acima no experimento com óleo diesel, que foi de 41,84 %, 

no mesmo período (Tabela 16).  

Tabela 16. Taxas de degradação dos HPA nos períodos de 48 horas e 21 dias no experimento 
com petróleo. 

   48 horas    
Bactéria Ace F Fen Cris B(a)P ∑HPA 

  -------------------------------------------- %  ------------------------------------------ 
INPAR560 25,97 -0,46* -82,66* 45,04 26,61 -18,64* 
INPA R631 -106,69* -24,02* -19,94* 6,90 -211,06* -38,94* 
INPA R677 5,44 30,32 22,63 11,94 38,09 22,42 
INPA R557 80,56 66,29 46,99 46,32 44,98 51,00 
INPA R674 17,53 -0,59* -63,50* -16,04* -47,84* -28,14* 
Consórcio  96,19 81,46 96,67 -51,29* 3,79 77,09 
Controle 3 0,88 7,79 0,56 30,31 -2,79* 11,78 
Controle 4 -53,90* -126,65* -56,49* -84,37* -73,90* -66,80* 

   21 dias    
Bactéria Ace F Fen Cris B(a)P ∑HPA 

 -------------------------------------------- %  ------------------------------------------ 
INPAR560 93,88 90,57 76,70 51,06 17,60 75,51 
INPA R631 -82,69* 18,85 -185,51* -76,32* -28,32* -132,07* 
INPA R677 30,73 59,72 58,94 56,86 85,15 58,57 
INPA R557 92,42 82,90 77,58 67,03 62,63 76,87 
INPA R674 84,94 3,56 -66,01* 6,74 22,19 -6,27* 
Consórcio  72,58 45,22 79,58 59,95 61,90 73,73 
Controle 3 87,99 90,31 33,56 87,80 85,76 72,61 
Controle 4 7,18 -41,19* -166,13* -13,42* -10,43* -94,23* 
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*Os valores de taxas de degradação negativos descritos correspondem à formação destes 
compostos durante o processo de biodegradação. 
 

No período de 21 dias os isolados INPA R677 e INPA R557 apresentaram taxas de 

degradação 58,57 % e 76,87 %, respectivamente. O isolado INPA R560 não apresentou 

potencial de degradação no experimento com óleo diesel, no entanto, ao se utilizar o petróleo, 

obteve-se valor de 75,51 %, segunda taxa mais alta neste experimento. O consórcio 

apresentou valor de diminuição de HPAT de 73,73 %, valor acima do primeiro experimento 

que foi de 63,61 %.  

Os controle 2 e 3 que continha o solo natural com o óleo diesel e o petróleo, 

respectivamente, apresentaram diminuição de HPAT de 79,80 % e 72,61 %, comprovando a 

possível presença de microrganismos capazes de degradar HPA no próprio solo, pois os 

resultados dos dois experimentos foram similares.  

Foi calculada a razão HPA 4,5,6 anéis/THPA para as amostras do experimento de 

biodegradação, notando-se aumento da razão para os isolados INPA R557, 677, 631 e para o 

consórcio com os cinco isolados no experimento com o óleo diesel (Figura 33a), no 

experimento com petróleo nota-se aumento da taxa para os isolados INPA R560, 557, 677 e o 

consórcio com as cinco espécies (Figura 33b). BIACHE et al. (2014) afirmam que a razão 

HPA 4,5,6 anéis /THPA aumentam com a biodegradação. 
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Figura 33. Razão (HPA 4,5,6 anéis/THPA) para as amostras do experimento de 
biodegradaçãoutlizando como fonte de carbono (a) óleo diesel e; (b) petróleo. 
 
 

Os controles 1 e 3 que se trata do solo natural com as respectivas fontes de carbono 

óleo diesel e petróleo, que apresentaram altas taxas de remoção de HPAT apresentaram 

comportamento diferenciado em relação aos outros tratamentos do experimento com alta taxa 

de remoção, mostrando que nesses tratamentos a remoção dos HPA de alto peso molecular foi 

menor em relação às de menor peso molecular. 

O teste ANOVA fator único realizado para as taxas de degradação nos tempos de 48 

horas e 21 dias para cada fonte de carbono indicaram que as bactérias apresentaram diferença 

significativa em cada experimento (p≤0,05). 

No tempo de 48 horas, apenas, apresentou diferença significativa ao nível de 95% de 

confiança com as diferentes fontes de carbono os controle 1 e 3, que continham apenas a 

amostra de solo natural e as fontes de carbono, sendo a remoção mais eficiente deste 

tratamento quando as bactérias autóctones (provenientes do próprio solo) tinham como fonte 

de carbono o óleo diesel. 

No período de 21 dias de incubação do experimento apresentaram diferença 

significativa (p≤0,05) entre as fontes de carbono utilizadas os tratamentos INPA R560, que 

apresentou ótima remoção de hidrocarbonetos no experimento com o petróleo, no entanto não 
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se mostrou eficiente na remoção de hidrocarbonetos quando se adicionou óleo diesel ao solo; 

e, ainda os tratamentos com o isolado INPA R677 que apresentou taxa de remoção nas duas 

fontes de carbono, porém apresentou diferença significativa ao nível de 95 % de confiança 

entre os dois experimentos, sendo este isolado mais eficiente na remoção de hidrocarbonetos 

no óleo diesel. 

Segundo avaliação estatística, os melhores tratamentos para remoção de 

hidrocarbonetos em solo de várzea da região Amazônica foram o isolado INPA R557, o 

consórcio e os controles 1 e 2, que continham o solo natural com as respectivas fontes de 

carbono, pois apresentaram alta taxa de remoção de hidrocarbonetos em ambos os 

experimentos (p ≤0,05).  

 

5.5 Marcadores de biodegradação 

Os biomarcadores ambientais podem ser utilizados para prever o caminho e os efeitos 

de poluentes tóxicos e monitorar o processo diagenético no solo (PETERS et al., 2005a).  

O cromatograma referente ao íon m/z 231 (Figura 34c) representa a presença deste íon 

na amostra de solo natural, e nos cromatogramas referentes ao petróleo (Figura 34a) e ao 

diesel (Figura 34b) nota-se ausência desse íon, a presença do íon é confirmada pelo seu 

espectro de massas (Figura 34d). 

CHENG et al. (2018) avaliaram a presença deste composto em amostra de petróleo 

cru, no entanto a composição do petróleo está intimamente ligada a seus processos de 

formação, diferindo de uma área para outra. 



80 

(a)

(b)

A
b

u
n
d
ân

ci
a

re
la

ti
v
a

22.0 22.2 22.4 22.6

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

Re
lat

ive
 A

bu
nd

an
ce

0

20

40

60

80

100

21.89 22.56 22.6422.3522.2622.00

22.5222.20 22.49 22.65
22.19 22.3821.92

22.31

22.37 22.6822.03 22.1521.93

(c)

Tempo (min)
 

9-SM #5089 RT: 22.30 AV: 1 NL: 2.82E7
T: {0,0}  + c EI Full ms [55.00-450.00]

100 150 200 250 300 350 400

m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

231.24

246.25
147.14

119.11
91.0757.10

133.13 203.22105.11
161.18 189.2085.07

215.23 281.15265.28 358.03 373.02311.06 340.93 443.83415.02

A
b
u
n
d

ân
ci

a
re

la
ti

v
a

(d)

231

(232)

 

Figura 34. Cromatograma do íon m/z 231 (a) no petróleo; (b) no diesel utilizado no 
experimento e (c) na amostra de solo natural (d) espectro de massa do íon m/z 231.  

 

O fragmento do íon m/z 231 corresponde aos compostos esteroides triaromáticos.  
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Na Figura 35a que apresenta as amostras com alto poder de remoção de HPA no 

experimento com óleo diesel, notamos diminuição na área relativa a esse íon entre o período 

inicial e final do experimento, o que representa maior nível de degradação do diesel, 

corroborando com os resultados de CHENG et al. (2018) que concluíram que a abundância 

destes compostos diminuem conforme aumenta o processo de biodegradação em óleo cru.  

A diminuição da abundância relativa observada comprova a alta taxa de degradação 

desses tratamentos do experimento, pois segundo HEAD et al. (2003) a remoção de 

compostos esteranos representa óleo em estado severo de degradação.  
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Figura 35. Abundância relativa do fragmento m/z 231 que corresponde ao composto metil-
esterano nos tratamentos, (a) que demostraram; (b) que não demostraram, potencial de 
biodegradação no experimento com óleo diesel. 
 

Na Figura 35b estão apresentadas as amostras que não demostraram degradação de 

HPA, nota-se então que ocorre um de aumento de compostos metil-esteranos entre os tempos 

inicial e final. Durante a transformação da matéria orgânica no solo por microrganismos esse 

composto é formado ou sofre alteração (HEAD et al., 2003), outros processos podem 

influenciar a transformação destes compostos, pois o tratamento 3 que continha o solo 

esterilizado, ou seja sem a presença de microrganismos, observou-se um grande aumento da 

abundância relativa do metil-esterano nesse tratamento após o período de 21 dias, o que não 

se observou durante o período de 48 horas onde ocorreu pouca variação. 
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No experimento com petróleo, ao avaliar o íon m/z 231, encontrou-se o mesmo 

comportamento do experimento com óleo diesel, as espécies que demostraram capacidade de 

degradação de HPA, INPA R560, 557, 677, assim como o consórcio e controle 4, levaram à 

diminuição da área relativa ao composto metil-esterano (Figura 36a).  

Nos tratamentos do experimento em que não houve taxa de degradação de compostos 

HPA, ocorreu aumento da área relativa ao metil-esterano (Figura 36b), corroborando com os 

resultados avaliados no experimento com óleo diesel, comprovando o potencial de degradação 

de hidrocarbonetos de petróleo pelos isolados INPA R557 e 677, sendo possível sua utilização 

por processos de biorremediação por bioaumentação. 

SUN et al. (2012), notaram que HPA de 4 a 6 anéis reduziram 35,36 % por processo 

de bioaumentação, 11,0 % em processo de bioestimução, e, 55,0 % pelas duas técnicas 

utilizadas em conjunto. 
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Figura 36. Abundância relativa do fragmento m/z 231 que corresponde ao composto metil-
esterano nos tratamentos, (a) que demostraram; (b) que não demostraram, potencial de 
biodegradaçãono experimento com petróleo. 
 

No controle 4, que se trata do experimento sem adição de microrganismos mas com a 

presença de petróleo, notou-se pouca variação em relação à intensidade do metil-esterano 

durante o processo de incubação do experimento, diferindo do resultado avaliado no óleo 

diesel. 

A espécie INPA R560 apresentou comportamentos diferentes nos experimentos 

realizados com óleo diesel e petróleo, pois ela obteve capacidade de degradação de 

hidrocarbonetos no experimento com petróleo, mas não foi capaz de levar a menores 

concentrações desses compostos quando se adicionou no experimento com óleo diesel, sendo 

necessários outros testes para a avaliação do potencial de degradação desde isolado, como a 

medida das concentrações de hidrocarbonetos em mais tempo de experimento, visto que 

fatores biológicos influenciam os processos de degradação de óleo, e entender esses processos 

é fundamental para compreender completamente a extensão da biodegradação por bactérias 

(CRAMPON et al., 2016).  

De acordo com CHENG et al. (2018) a suscetibilidade de hidrocarbonetos esteroides 

triaromáticos à biodegradação é baseada na mudança que ocorre na composição destes 

compostos durante o processo. 

O nível de biodegradação pode ser medido baseado na abundância relativa de várias 

classes de compostos. Em processos severos de biodegradação hopanos são formados (HEAD 

et al., 2003), e sua presença ou sua transformação no ambiente indica óleo em estado severo 

de degradação.  O monitoramento das concentrações desses compostos é realizado para 

identificar o grau de decomposição do óleo. Segundo BENNETT et al. (2006) esteroides 

triaromáticos e outros compostos resistentes à biodegradação aumentam em 35 % em 

consequência da remoção de outros compostos mais biodisponíveis à microrganimos.  
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A presença de íons m/z 207, 208 e 123 (Figura 38b), indica formação do íon molecular 

de massa m/z 414 que corresponde ao composto C31 8(14)-sec-hopanóide, que é produto da 

ciclização produzida por bacterohopanopolióis, cuja formação e deposição ainda são pouco 

conhecidas (PETERS et al., 2005b). Uma das rotas propostas para a formação desses 

compostos no ambiente está descrita na Figura 37. 
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Figura 37. Proposta do caminho da formação do C31diaromático 8(14)- sec-hopanóide. 
Fonte: Peters et al (2005b). 

 

No ambiente estes compostos são encontrados como uma mistura homóloga de 4 

compostos e a sua formação vai depender das condições em que ocorrem a deposição da 

matéria orgânica (PETERS et al., 20005b). 

Ao se avaliar o cromatograma de F1 nota-se presença deste composto na amostra de 

solo natural (Figura 38) e ausência no petróleo e no óleo diesel utilizado no experimento, 

indicando que este composto é formado pela decomposição da matéria orgânica proveniente 

do solo utilizado do experimento. Segundo PETERS et al. (2005b) este composto não é 

encontrado em petróleo e seus derivados. No espectro de massas do solo natural (Figura 38b), 

nota-se presença do íon m/z 123 mostrando que ocorre processo de formação deste 

C31diaromático 8(14)- sec-hopanóide no solo natural de várzea. 
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Figura 38. (a) Cromatogramas do solo natural, do petróleo e do diesel utilizado no 
experimento; (b) Espectro apresentado para o pico no tempo de retenção 53,15 minutos.  

 

Na fração de n-alcanos, nota-se que os experimento com petróleo que apresentaram as 

melhores taxas de remoção de hidrocarbonetos houve o surgimento de C31diaromático 8(14)- 

sec-hopanóide ao longo do tempo de incubação do experimento. Em relação ao tratamento 

que utilizou o isolado INPA R677 nota-se presença destes compostos, a partir de dez dias 

(Figura 39a) e no período após 21 dias de incubação (Figura 39b), no controle 4 só nota-se a 

presença deste composto após o período de 21 dias de incubação (Figura 40b). 

Estes compostos são representados pelos íons m/z 191 e m/z 207, outros íons presentes 

no espectro são ainda provenientes das transformações que continuam a ocorrer nas amostras 

durante o período de incubação do experimento, notando-se diferença na intensidade do íon 

m/z 207 do espectro 1 para o espectro 2, comprovando ação dos microrganismos na 

transformação do petróleo (Figura 39b e c).  
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Figura 39. (a) Cromatogramas nos tempo zero/ (b) Cromatograma do pico no tempo de 
retenção de 53,10 minutos com seu respectivo espectro de massa no tempo de 48 horas; (c) 
Cromatograma do pico no.tempo de retenção de 53,12 minutos com seu respectivo espectro 
de massa no tempo de 21 dias para a Rizobactéria INPA R677 no experimento com petróleo. 
 

No controle 4, amostra que corresponde à amostra de solo autoclavado com o petróleo 

só observamos a presença do composto referente ao íon m/z 207 no último cromatograma 

(Figura 40a), que corresponde ao período de 21 dias de incubação do experimento, e ainda 

assim com baixa intensidade do íon (Figura 40b). 
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Figura 40. (a) Cromatogramas nos tempo zero, 48 horas e 10 dias; (b) Cromatograma do 
tempo de retenção 53,16 minutos com seu respectivo espectro de massa para o controle 4 no 
experimento com petróleo. 

 

Para não se verificar o composto referente ao tempo de retenção 53 minutos no tempo 

zero do experimento, demonstra que alguma alteração é causada neste composto durante o 

processo de esterilização do solo, pois este composto foi observado, na amostra de solo 

natural, e como ela passa a reaparecer no decorrer do tempo de incubação do experimento 
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demostrado ação dos isolados na produção desse composto, o que ocorre também 

naturalmente no ambiente, no entanto a formação se dá por processos diferentes, fato este que 

pode ser comprovado pelos espectros de massa obtidos para cada pico no solo natural e após a 

instalação do experimento de biodegradação. 

No experimento com óleo diesel, nota-se o mesmo comportamento em relação ao 

composto referente ao íon m/z 207, no entanto há presença deste íon a partir do tempo de 48 

horas com a espécie INPA R677 (Figura 41b), no período de 21 dias nota-se uma diminuição 

na área relativa do pico referente a este íon (Figura 41c). 
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Figura 41. (a) Cromatograma no tempo zero; (b) Cromatograma do pico no tempo de retenção 
de 53,17 minutos com seu respectivo espectro de massa no tempo de 48 horas; (c) 
Cromatograma do pico no.tempo de retenção de 53,21 minutos com seu respectivo espectro 
de massa no tempo de 21 dias para a Rizobactéria INPA R677 no experimento com óleo 
diesel. 
 

No controle 2 referente ao experimento que continha apenas o óleo diesel com o solo 

esterilizado, nota-se formação do pico no tempo de retenção 52,29, no entanto ao observar seu 

espectro nota-se ainda ausência do íon m/z 207 (Figura 42b), e este íon começa aparecer 

somente no tempo de 21 dias e em baixa intensidade (Figura 42c). 
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RT: 49.64 - 56.56
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Figura 42. (a) Cromatograma no tempo zero; (b) Cromatograma do pico no tempo de 
retenção de 52,29 minutos com seu respectivo espectro de massa no tempo de 48 horas; (c) 
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Cromatograma do pico no.tempo de retenção de 53,20 minutos com seu respectivo espectro 
de massa no tempo de 21 dias para o controle 2 no experimento com óleo diesel. 
 

Vários compostos são produzidos e removidos durante o processo de biodegradação de 

petróleo e seus derivados. O monitoramento de alguns destes compostos podem levar ao nível 

de degradação do óleo. A presença de hopanóides, indica degradação severa (HEAD et al., 

2003) com nível de degradação entre 6 e 10, valores medidos através da estimativa de massa 

perdida pelo óleo durante a biodegradação (PETERS et al., 2005a). A variação dos compostos 

formados durante o experimento indica que a espécie INPA R677 levou o petróleo e o óleo 

diesel a estados severos de degradação. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Esta tese é a primeira a avaliar biodegradação de hidrocarbonetos em solo de várzea da 

região Amazônica, salientando a importância da avaliação da concentração individual de HPA 

neste tipo de experimento. Deixa como legado este a implementação do método analítico para 

a central de apoio multidisciplinar – CAM/UFAM. 

Conforme os resultados encontrados as propriedades químicas do solo (macro e micro 

nutrientes) estão em consonância com o descrito pela literatura para região de várzea da 

Amazônia, diferenciando apenas em relação aos níveis de N e M.O que apresentaram altos 

valores, diferente do que é comumente observado nesses ambientes. 

O baixo teor de alumínio observado contribui para atividade de biodegradação nessa 

região, pois este elemento é um limitante por ser tóxico aos microrganismos, e alta taxa de 

nutrientes observadas (P, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu) favorece o crescimento e a atuação das 

espécies de bactérias. 

Os resultados de metais apresentaram em geral baixos valores, com exceção de Ba, Cd 

e Se que foram acima do recomendado, fator importante para atividade de degradação por 

bactérias, pois a presença de grandes concentrações de metais pode inibir as ações 

enzimáticas em bactérias no processo de degradação de contaminantes de petróleo e óleo 

diesel. No entanto, cada microrganismo difere em relação à tolerância de cada metal, como os 

microrganismos utilizados no estudo são provenientes do mesmo ambiente avaliado, a 

atividade de degradação não foi afetada com a presença desses metais, provavelmente pela 

adaptação destes microrganismos à composição do ambiente. 

Dentre as cinco rizobactérias avaliadas, com exceção do isolado INPA R631, as 

demais apresentaram taxas de degradação de n-alcanos acima de 60 % no período de 48 horas 

e valores de remoção acima de 80 % após o período de 21 dias. Uma porcentagem desses 

compostos é perdida por volatilização, pois nos controles 2 e 4, que representavam os 
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experimentos sem a presença de microrganismos houve diminuição de 25 % dos n-alcanos do 

óleo diesel e 29,21 % do petróleo, entre os tempos inicial e final de incubação do 

experimento. Os consórcios, com a mistura as cinco espécies, também apresentou taxas de 

remoção consideráveis de n-alcanos com valor de 67,57 % no experimento com óleo diesel e 

67,80 % no experimento com petróleo. 

As espécies testadas apresentaram alto potencial de degradação de HPA nas primeiras 

48 horas, destacando-se a espécie INPA R557, INPA 677 e consórcio com os cinco isolados, 

que foram capazes de reduzir as concentrações de HPA, tanto no experimento com óleo diesel 

como com o petróleo. 

 Das cinco espécies testadas individualmente, duas, INPA R677 e 577, apresentaram 

potencial de biodegradação de HPA com taxas de degradação elevada após o período de 21 

dias, para o experimento com óleo diesel; e três apresentaram potencial de biodegradação, 

INPA R 677, 557 e 560, no experimento com petróleo, sugerindo que a espécie INPA R560, 

deve ser mais bem avaliada, para identificar o comportamento diferenciado diante de matrizes 

diferentes. 

O consórcio, que continha as misturas dos isolados testados, apresentu potencial de 

degradação nas duas fontes de carbono avaliadas durante o período de incubação do 

experimento. Sugere-se, dessa forma, a avaliação da mistura contendo apenas as espécies que 

apresentaram maior potencial de degradação de hidrocarbonetos de petróleo, para ver se é 

possível uma maior remoção em um período menor de tempo. 

O controle que continha apenas o solo também apresentou alta taxa de biodegradação 

sugerindo que microrganismos provenientes do próprio solo são capazes de degradar 

hidrocarbonetos de petróleo, pois foram capazes de degradar n-alcanos, HPA e metil-estirano 

após o período de 21 dias. No entanto este processo é mais lento visto que no período de 48 
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horas as taxas de degradação de HPA, foram menores em relação aos compostos testados 

individualmente e com o consórcio. 

Com alto potencial de biodegradação os isolados INPA R557 e INPA R677 podem ser 

utilizados para técnica de bioaumentação em solo de ambiente de vázea para biorremediação 

de petróleo e seus derivados, pois reduziram os teores de n-alcanos, HPA e compostos mais 

complexos, como metil-estirano, durante o período de 21dias. 
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ANEXO I 

CRITÉRIOS PARA INTERPRETAÇÃO DE ANÁLISE DE SOLO, PARA FINS DE 
AVALIAÇÃO DA FERTILIDADE. 

Tabela 17. Classificação do teor de pH em solo. 

Classificação Agronômica pH em H2O Classificação Química pH em H2O 

Muito Baixo <4,5 Muito Elevada <4,5 
Baixo 4,5 a 5,4 Elevada 4,5 – 5,0 
Médio 5,5 a 6,0 Média  5,1 – 6,0 
Alto 6,1 a 7,0 Fraca 6,1 – 6,9 

Muito Alto >7,0 Neutra 7,0 

 

Tabela 18. Classificação das concentrações de cátions em solo. 

Níveis Unidade Ca2+ Mg2+ Al3+ K+ 

Muito Baixo cmolc kg-1 <0,40 <0,16 <0,20 <0,16 

Baixo cmolc kg-1 0,41-1,16 0,16-0,45 0,21-0,50 
0,16-
0,40 

Médio cmolc kg-1 1,17-2,32 0,46-0,90 0,51-1,0 
0,41-
0,70 

Alto cmolc kg-1 2,33-4,06 0,91-1,50 1,01-2,00 
0,71-
1,20 

Muito Alto cmolc kg-1 >4,06 >1,5 >2,00 >1,20 
FONTE: MOREIRA et al., 2002. 
 

Tabela 19. Classificação da concentração de fósforo em solo. 

Níveis P (mg kg-1) 

Muito Baixo <2,8 
Baixo 2,8-5,4 
Médio 5,5-8,0 
Alto 8,1-12,0 

Muito Alto >12,0 
FONTE: MOREIRA et al., 2002. 
 

Tabela 20.Classificação das concentrações dos metais Fe, Mn, Zn e Cu em solo. 

Classificação Unidade Fe Mn Zn Cu 

Muito baixo 

mg kg-1 

≤8 ≤2 ≤0-4 ≤0,3 
Baixo 9-18 3-5 0,5-0,9 0,4-0,7 
Médio 19-30 6-8 1,-1,5 0,8-1,2 
Bom 31-45 9-12 1,6-2,2 1,3-1,8 
Alto >45 >12 >2,2 >1,8 

FONTE: RIBEIRO et al., 1999. 
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Tabela 21. Classificação da fertilidade do solo em relação às concentrações de M.O. e N. 

Classificação Unidade 
Matéria Orgânica 

(M.O) 
Nitrogênio 

Muito baixo 

g kg-1 

≤ 7,0 De 0,2 a 0,5 
Baixo ≤ 7,1 – 20,0 De 0,5 a 0,7 
Médio 20,1 – 40,0 De 0,7 a 1,2 
Bom 40,1 – 70,0 De 1,2 a 1,7 

Muito bom g kg-1 ≥ 70,0 Acima de 1,7 
FONTE: COCHRANE et al., 1989. 
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ANEXO II 

ETAPAS DA ANÁLISE DE HIDROCARBONETO  

                           
Amostra seca com Na2SO4.                           Extração por ultrassom.                                                       Amostras transferidas para balão. 
 

                                                
Rotaevaporação das amostras. Fracionamento e 

limpeza dos extratos. 
Secagem das frações po N2. 

CG – EM 
HPA 
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ANEXO III 

Tabela 22. Linearidade das curvas de calibração para quantificação de HPA. 

HPA r2 Equação da reta Identificação da curva 
Naftaleno 0,9934 y = 0,1115x – 1,6188 Curva baixa 
Acenaftileno 0,9933 y = 0,02x – 1,7028 Curva baixa 
Acenafteno 0,9968 y = 0,038x – 0,9928 Curva baixa 
Fluoreno 0,9961 y = 0,012x – 1,0745 Curva baixa 
Fenantreno 0,9967 y = 0,0146x – 0,9827 Curva baixa 
Fenantreno 0,9988 y = 0,008x + 10,517 Curva alta 
Antraceno 0,9933 y = 0,0106x – 1,0428 Curva baixa 
Fluoranteno 0,9978 y = 0,0077x -0,6872 Curva baixa 
Pireno 0,9850 y = 0,0196x – 1,0763 Curva baixa 
Benzo(a)antraceno 0,9950 y = 0,0073x – 0,4806 Curva baixa 
Criseno 0,9987 y = 0,0127x - 0,7753 Curva baixa 
Criseno 0,9986 y = 0,0065x - 0,4615 Curva alta 
Benzo(b)Fluoranteno 0,9903 y = 0,0018x – 0,1539 Curva baixa 
Benzo(k)fluoranteno 0,9830 y = 0,0125x +0,4821 Curva baixa 
Benzo(a)pireno 0,9810 y = 0,0042x + 0,5646 Curva baixa 
Perileno 0,9905 y = 0,0138x – 0,5284 Curva baixa 
Ideno(1,2,3-cd)pireno 0,9917 y = 0,0093x – 0,0657 Curva baixa 
Dibenzo(ah)antraceno 0,9862 y = 0,0147x – 0,5463 Curva baixa 
Benzo(g,h,i)perileno 0,9849 y = 0,0174x – 0,401 Curva baixa 

 

Tabela 23. Limite de detecção e quantificação do método. 

HPA LD 
ng g-1 

LQ 
ng g-1 

Naftaleno 0,61 17,69 
Acenaftileno 1,27 17,68 
Acenafteno 1,39 17,86 
Fluoreno 0,17 1,08 
Fenantreno 0,33 29,87 
Antraceno 6,77 47,54 
Fluoranteno 4,70 19,83 
Pireno 0,13 0,90 
Benzo(a)antraceno 5,12 24,75 
Criseno 1,11 50,03 
Benzo(b)Fluoranteno 4,97 46,21 
Benzo(k)fluoranteno 6,44 24,75 
Benzo(a)pireno 9,98 46,21 
Perileno 2,55 25,00 
Ideno(1,2,3-cd)pireno 27,27 54,28 
Dibenzo(ah)antraceno 5,12 42,09 
Benzo(g,h,i)perileno 17,39 49,42 
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ANEXO IV 

Tabela 24. Concentrações dos HPA determinados nas amostras com experimento com óleo diesel. 

 
Aceft Ace F Fen A Fl Pi BaA CRIS BbFl BkFl BaPi Pe Ipi DahA BghiPe ∑HPA 

 ------------------------------------------------------------------------------------------------------ng g-1--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

INPA R560-T0 Nd 
175,39 53,53 607,18 Nd nd nd nd 133,78 nd Nd 32,17 nd nd nd nd 1002,05 

INPA R560-48h Nd 
100,11 39,05 388,84 Nd nd nd nd 108,33 nd Nd 25,24 nd nd nd nd 661,57 

INPA R560-21D Nd 
69,27 36,38 713,62 Nd nd nd nd 148,53 nd Nd 42,36 nd nd nd nd 1010,15 

INPA R631-T0 Nd 
189,30 23,75 376,09 Nd nd nd nd 113,35 nd Nd 28,35 nd nd nd nd 730,85 

INPA R631-48h Nd 
23,38 119,78 1311,52 Nd nd nd nd 81,66 nd Nd 20,03 nd nd nd nd 1556,36 

INPA R631-21d Nd 
90,40 23,04 749,88 Nd nd nd nd 251,09 nd Nd 43,37 nd nd nd nd 1157,77 

INPA R557-T0 Nd 
62,97 39,69 1292,12 Nd nd nd nd 219,96 nd Nd 53,97 nd nd nd nd 1668,72 

INPA R557-48h Nd 
24,20 10,87 342,41 Nd nd nd nd 78,12 nd Nd 18,80 nd nd nd nd 474,40 

INPA R557-21d Nd 
12,05 5,41 170,43 Nd nd nd nd 38,88 nd Nd 9,36 nd nd nd nd 236,13 

INPA R677-T0 Nd 
217,75 118,18 940,99 Nd nd nd nd 222,82 nd Nd 91,22 nd nd nd nd 1590,95 

INPA R677-48h Nd 
72,25 39,33 661,12 Nd nd nd nd 180,87 nd Nd 29,89 nd nd nd nd 983,46 

INPA R677-21d Nd 
36,92 38,53 190,01 Nd nd nd nd 140,51 nd Nd 29,42 nd nd nd nd 435,40 

INPA R674-T0 Nd 
30,38 16,26 596,11 Nd nd nd nd 148,74 nd Nd 23,30 nd nd nd nd 814,79 

INPA R674-48h Nd 
55,83 38,11 667,85 Nd nd nd nd 134,76 nd Nd 36,66 nd nd nd nd 933,22 

INPA R674-21D Nd 
128,31 58.39 816,86 Nd nd nd nd 135,46 nd Nd 27,50 nd nd nd nd 1166,52 

Cons-T0 Nd 
179,47 66,33 190,13 Nd nd nd nd 190,13 nd Nd 33,61 nd nd nd nd 659,66 

Cons-48h Nd 
49,69 23,56 137,60 Nd nd nd nd 137,60 nd Nd 35,21 nd nd nd nd 383,66 

Cons-21D Nd 
30,61 15,33 89,87 Nd nd nd nd 89,87 nd Nd 14,40 nd nd nd nd 240,08 

Controle 1 -T0 Nd 
169,73 62,49 1209,22 Nd nd nd nd 238,69 nd Nd 71,64 nd nd nd nd 1751,77 

Controle 1- 48h Nd 
63,41 38,82 1074,53 Nd nd nd nd 195,84 nd Nd 50,33 nd nd nd nd 1422,93 

Controle1 - 21D Nd 
3,62 24,88 280,28 Nd nd nd nd 33,85 nd Nd 11,31 nd nd nd nd 353,94 

Controle 2-T0 Nd 
26,40 20,30 168,69 Nd nd nd nd 27,64 nd Nd 10,05 nd nd nd nd 253,08 

Controle 2 - 48h Nd 
12,70 15,54 351,77 Nd nd nd nd 160,41 nd Nd 41,66 nd nd nd nd 582,08 

Controle2 -21D Nd 
49,94 23,70 481,09 Nd nd nd nd 91,98 nd Nd 16,50 nd nd nd nd 663,22 

nd – não detectado 
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Tabela 25. Concentrações dos HPA determinados nas amostras com experimento com petróleo. 

 
Aceft Ace F Fen A Fl Pi BaA CRIS BbFl BkFl BaPi Pe Ipi DahA BghiPe ∑HPA 

 ------------------------------------------------------------------------------------------------------ng g-1---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

INPA R560-T0 Nd 118,30 48,33 174,06 Nd nd nd nd 57,61 nd Nd 29,30 nd nd nd nd 427,42 

INPA R560-48h Nd 87,45 48,55 317,94 Nd nd nd nd 31,66 nd Nd 21,50 nd nd nd nd 507,10 

INPA R560-10D Nd 94,79 45,90 209,17 Nd nd nd nd 25,82 nd Nd 18,15 nd nd nd nd 393,83 

INPA R560-21D Nd 7,23 4,56 104,56 Nd nd nd nd 28,19 nd Nd 24,14 nd nd nd nd 104,69 

INPA R631-T0 Nd 23,42 18,50 128,36 Nd nd nd nd 26,75 nd Nd 13,68 nd nd nd nd 210,71 

INPA R631-48h Nd 48,40 22,94 153,96 Nd nd nd nd 24,91 nd Nd 42,56 nd nd nd nd 292,76 

INPA R631-10D Nd 9,23 7,26 128,43 Nd nd nd nd 34,49 nd Nd 2,51 nd nd nd nd 181,91 

INPA R631-21D Nd 42,78 15,01 366,49 Nd nd nd nd 47,17 nd Nd 17,56 nd nd nd nd 489,01 

INPA R557-T0 Nd 65,92 42,99 463,91 Nd nd nd nd 123,54 nd Nd 28,06 nd nd nd nd 724,42 

INPA R557-48h Nd 12,82 14,49 245,92 Nd nd nd nd 66,32 nd Nd 15,44 nd nd nd nd 354,98 

INPA R557-10D Nd 26,65 17,35 216,08 Nd nd nd nd 61,44 nd Nd 10,59 nd nd nd nd 332,11 

INPA R557-21D Nd 5,00 7,35 104,00 Nd nd nd nd 40,74 nd Nd 10,48 nd nd nd nd 167,57 

INPA R674-T0 Nd 52,50 28,07 94,88 Nd nd nd nd 28,50 nd Nd 8,15 nd nd nd nd 212,10 

INPA R674-48h Nd 43,30 28,23 155,13 Nd nd nd nd 33,07 nd Nd 12,05 nd nd nd nd 271,79 

INPA R674-10D Nd 43,66 36,62 110,10 Nd nd nd nd 27,05 nd Nd 11,48 nd nd nd nd 228,90 

INPA R674-21D Nd 7,91 27,07 157,51 Nd nd nd nd 26,58 nd Nd 6,34 nd nd nd nd 225,41 

INPA R677-T0 Nd 80,25 111,44 233,06 Nd nd nd nd 80,14 nd Nd 81,25 nd nd nd nd 586,14 

INPA R677-48h Nd 75,88 77,65 180,32 Nd nd nd nd 70,57 nd Nd 50,30 nd nd nd nd 454,72 

INPA R677-10D Nd 74,67 56,42 157,26 Nd nd nd nd 69,44 nd Nd 15,47 nd nd nd nd 373,26 

INPA R677-21D Nd 55,58 44,89 95,70 Nd nd nd nd 34,57 nd Nd 12,07 nd nd nd nd 242,81 

Cons-T0 Nd 75,86 392,32 392,32 Nd nd nd nd 59,90 nd Nd 22,03 nd nd nd nd 589,56 

Cons-48h Nd 2,89 118,39 13,06 Nd nd nd nd 90,62 nd Nd 21,19 nd nd nd nd 240,40 

Cons-10D Nd 6,58 113,06 18,39 Nd nd nd nd 83,13 nd Nd 18,22 nd nd nd nd 231,67 

Cons-21D Nd 20,80 80,10 80,10 Nd nd nd nd 23,99 nd Nd 8,39 nd nd nd nd 154,90 

Controle 1 -T0 Nd 120,07 100,16 228,72 Nd nd nd nd 287,20 nd Nd 72,01 nd nd nd nd 808,17 

Controle 1- 48h Nd 119,02 92,36 227,44 Nd nd nd nd 200,16 nd Nd 74,02 nd nd nd nd 713,00 
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Controle1 - 10D Nd 56,03 26,64 169,60 Nd nd nd nd 28,98 nd Nd 10,43 nd nd nd nd 291,68 

Controle1 - 21D Nd 14,42 9,71 151,97 Nd nd nd nd 35,03 nd Nd 10,26 nd nd nd nd 221,38 

Controle 2-T0 Nd 50,04 24,51 170,30 Nd nd nd nd 40,85 nd Nd 30,65 nd nd nd nd 316,35 

Controle 2 - 48h Nd 77,01 55,55 266,51 Nd nd nd nd 75,32 nd Nd 53,30 nd nd nd nd 527,69 

Controle2 -10D Nd 30,16 23,45 106,88 Nd nd nd nd 20,62 nd Nd 11,35 nd nd nd nd 192,46 

Controle2 -21D Nd 46,44 34,61 453,23 Nd nd nd nd 46,33 nd Nd 33,85 nd nd nd nd 614,46 

 
nd – não detectado 
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ANEXO V 
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Figura 43. Variação da abundância relativa dos n-alcanos individuais no experimento com óleo diesel para a espécie INPA R560 
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Figura 44. Variação da abundância relativa dos n-alcanos individuais no experimento com petróleo para a espécie INPA R560. 
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