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RESUMO

Em 2019, ocorreu um dos maiores desastres ambientais do Brasil, com o derramamento
estimado entre 5 e 12,5 milhdes de litros de petroleo, que atingiu 11 estados da costa brasileira,
causando impactos nos ecossistemas marinhos e a saude humana. Diante disso, busca-se
aprimorar técnicas capazes de mitigar esses danos. A biorremediacéo consiste na utilizacdo do
metabolismo microbiano para biodegradacdo desses compostos nocivos e vem sendo
amplamente difundida. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo principal avancar
no conhecimento acerca da biodegradacdo de petroleo em sedimentos marinhos em escala de
mesocosmos. Sendo assim, o experimento foi conduzido com o objetivo de comparar o
tratamento de bioestimulacdo associado a bioaumentacdo (BA+BE) com a atenuacdo natural
(AN). Os ensaios foram realizados em aquarios de vidro de 20 L, contendo 15 kg de sedimentos
marinhos artificialmente contaminados com 1% de petroleo bruto, ambos em triplicata e
mantidos por 90 dias a temperatura ambiente. O tratamento BA+BE consistiu na inoculacéo de
um consorcio de microrganismos de origem marinha, associado a suplementacdo nutricional
(nitrogénio e fosforo), enquanto o tratamento de AN foi mantido sem intervencdes. Ao longo
do periodo experimental, o processo de biorremediacéo foi monitorado nos tempos 0, 15, 45 e
90 dias, por meio de analises de degradacdo de alcanos e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), fitotoxicidade, atividade de desidrogenases, contagem de microrganismos
degradadores (NMP) e caracterizacdo da comunidade microbiana por metabarcoding. O
consadrcio microbiano composto por Acinetobacter beijerinckii 28, Microbacterium oleivorans
M9, Sphingobium xenophagum 41, Alcanivorax sp. 85C e Paramarasmius palmivorus CRM
593, juntamente com a adi¢do de nutrientes, demonstraram alta eficiéncia na degradacdo de
hidrocarbonetos. A maior atividade das desidrogenases foi observada aos 15 dias, nos
tratamentos BA+BE que receberam o consorcio microbiano e os nutrientes (24,70 pug de TFP.g"
! de sedimento). Esse resultado também foi acompanhado pelo aumento da contagem de
microrganismos degradadores (NMP) e pelas altas taxas de remoc¢édo de alcanos (75,87%) e
HPAs (84,47%). Por outro lado, o tratamento AN ndo apresentou degradacao significativa nesse
periodo inicial. Ap6s 90 dias, observaram-se variacdes nas taxas de remocdo e diferencas
estatisticas entre BA+BE e AN para ambos os hidrocarbonetos, com melhor desempenho do
tratamento BA+BE, que apresentou remocdo de 91,25% de HPAs e 86,62% de alcanos,
enquanto o tratamento AN alcancou 78,45% de remocao de HPAs e 57,15% de alcanos. Ap6s
90 dias, observaram-se variacGes nas taxas de remocdo e diferencas estatisticas entre BA+BE
e AN para ambos os hidrocarbonetos, com melhor desempenho do tratamento BA+BE. Ja nos
ensaios de fitotoxicidade, a maior taxa de inibicdo em Cucumis sativus foi registrada nos
tratamentos BA+BE aos 15 e 45 dias. Porém, apds 90 dias de biorremediacao, a fitotoxicidade
foi significativamente reduzida. As analises de metabarcoding evidenciaram a forte capacidade
de adaptacdo da comunidade autdctone, além da presenca de microrganismos com potencial
degradador, incluindo bactérias dos géneros Marinobacter, Pseudomonas e Idiomarina, bem
como fungos dos géneros Cladosporium e Epicoccum. Os resultados obtidos indicam que a
combinacdo das estratégias de bioaumentacdo e bioestimulacdo configura uma abordagem
promissora para a recuperacao de ambientes marinhos contaminados, contribuindo tanto para a
degradacéo do petroleo quanto para a aceleracdo do processo de remediac&o.

Palavras-chave: biodegradacdo, hidrocarbonetos, consorcio microbiano, biotecnologia
ambiental, comunidade microbiana



ABSTRACT
In 2019, one of the largest environmental disasters in Brazil occurred, involving an estimated

spill of between 5 and 12.5 million liters of oil, which affected 11 states along the Brazilian
coast and impacted marine ecosystems and human health. Given this, efforts are underway to
improve techniques for mitigating these damages. Bioremediation uses microbial metabolism
to biodegrade harmful compounds and is becoming increasingly common. In this context, the
main objective of this study was to advance knowledge about the biodegradation of petroleum
in marine sediments on a mesocosm scale. Therefore, the experiment was conducted with the
objective of comparing biostimulation treatment associated with bioaugmentation (BS+BA)
with natural attenuation (NA). The assays were carried out in 20-L glass aquaria containing 15
kg of marine sediments artificially contaminated with 1% crude oil. Both treatments were
performed in triplicate and maintained for 90 days at room temperature. The BA+BE treatment
consisted of inoculating a consortium of microorganisms of marine origin, associated with
nutritional supplementation (nitrogen and phosphorus), while the NA treatment was maintained
without interventions. Throughout the experimental period, the bioremediation process was
monitored at 0, 15, 45, and 90 days through analyses of alkane and polycyclic aromatic
hydrocarbon (PAH) degradation, phytotoxicity, dehydrogenase activity, count of hydrocarbon-
degrading microorganisms (MPN), as well as the characterization of microbial community by
metabarcoding. The microbial consortium composed of Acinetobacter beijerinckii 28,
Microbacterium oleivorans M9, Sphingobium xenophagum 41, Alcanivorax sp. 85C, and
Paramarasmius palmivorus CRM 593, along with the addition of nutrients, showed high
efficiency in hydrocarbon degradation. The highest dehydrogenase activity was observed at 15
days in the BA+BE treatments that received the microbial consortium and nutrients (24.70 ug
TFP g of sediment). This result was accompanied by an increase in the count of hydrocarbon-
degrading microorganisms (MPN) and high removal rates of alkanes (75.87%) and PAHSs
(84.47%). On the other hand, the NA treatment did not show significant degradation in this
initial period. After 90 days, variations in removal rates and statistical differences were
observed between BA+BE and NA for both classes of hydrocarbons, with better performance
from the BA+BE treatment, which achieved removal of 91.25% of PAHs and 86.62% of
alkanes, whereas the NA treatment achieved 78.45% removal of PAHs and 57.15% of alkanes.
In the phytotoxicity assays, the highest inhibition rates in Cucumis sativus were recorded in the
BS+BA treatments at 15 and 45 days. However, after 90 days of bioremediation, phytotoxicity
was significantly reduced. Metabarcoding analyses revealed the strong adaptability of the
autochthonous community, as well as the presence of microorganisms with degradation
potential, including bacteria of the genera Marinobacter, Pseudomonas, and Idiomarina, and
fungi of the genera Cladosporium and Epicoccum. The results indicate that the combination of
bioaugmentation and biostimulation strategies constitutes a promising approach for the
recovery of contaminated marine environments, contributing both to degradation of petroleum
and to the acceleration of the remediation process.

Keywords:  biodegradation, hydrocarbons, microbial consortium, environmental
biotechnology, microbial community
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1.  INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Com o advento da modernidade e a busca constante pelo progresso industrial, o petroleo
se tornou extremamente importante durante o século XX, sendo um dos grandes responsaveis
por sustentar a economia global até os dias atuais (VASSILIOU, 2018). O petréleo € a base
para a producdo energética de diversos paises, resultando na producdo de gasolina, diesel,
lubrificantes, materiais de construcdo, defensivos agricolas e até mesmo medicamentos
(FRANCO et al., 2021). Para ter acesso a estes subprodutos, é necessario passar pela
perfuracdo, extracdo, producdo, transporte, refino, processamentos quimicos, distribuicdo e
armazenamento. E é justamente nesses processos, seja em decorréncia de vazamentos naturais,
colisdo acidental, naufragios, falhas em oleodutos ou em plataformas petroliferas, operagdes de
transferéncia entre navios ou descarga de efluentes de refinarias, que ocorre a poluicdo
ambiental por hidrocarbonetos, principalmente em ambientes marinhos (DISNER & TORRES,
2020; KERAMEA et al., 2021).

Entre 1990 e 2024, foram registrados 639 derramamentos de petroleo, resultando no
lancamento de aproximadamente 1.532.000 toneladas de petréleo nos oceanos durante o
transporte por navios-tanque (ITOPF, 2024). Um dos mais antigos acidentes ja documentados
aconteceu em 1967, no litoral da Inglaterra, com o naufragio do navio Torrey Canyon com 120
toneladas de 6leo derramadas. Destaca-se também o vazamento do navio Amoco Cadiz em
1978, na Franca; e o derramamento de 6leo do petroleiro Exxon Valdez em 1989, no Alasca
(NORONHA et al., 2018; SILVA et al., 2021). Também héa acidentes importantes mais recentes
como, por exemplo, o ocorrido no Golfo do México em 2010, considerado o maior
derramamento de petréleo marinho da histdria dos Estados Unidos. Decorrente de uma
explosdo na plataforma Deepwater Horizon, o evento resultou no vazamento continuo de
petréleo em aguas profundas, liberando cerca de 4,9 milhGes de barris. O derramamento afetou
negativamente uma vasta area do ecossistema marinho, gerando severos impactos ambientais,
econémicos e sociais (DENIC-ROBERTS et al., 2022). No Brasil, em 30 de agosto de 2019,
ocorreu um dos maiores desastres ambientais com petréleo do mundo, atingindo,
aproximadamente, 4.334 km da costa brasileira, alcangcando 11 estados da regido Nordeste e
Sudeste, 120 municipios e 724 localidades (PENA et al., 2020).

Devido aos seus efeitos nocivos como a baixa degradabilidade, bioacumulacéo,
biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar e a toxicidade, os hidrocarbonetos representam
um dos maiores perigos para a salde humana e para 0s ecossistemas marinhos e por isso, 0

petréleo encontra-se entre os poluentes mais preocupantes da atualidade (GAMBINO et al.,
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2019). Algumas das consequéncias da exposicao a este poluente incluem efeitos negativos em
diversos sistemas bioldgicos como o hematoldgico, renal, hepatico, respiratorio e neurolégico.
Esses compostos podem reduzir a imunidade, aumentar o risco de cancer, comprometer a
funcdo reprodutiva e causar irritacdes na pele, nos olhos e em outras areas do corpo (AL-
RUBAYE et al., 2023). Além disso, o petréleo € um dos responsaveis pelo agravamento do
efeito estufa e do aquecimento global, pela polui¢do do ar, do solo, da &gua, e acarreta completa
destruicdo de ecossistemas marinhos e terrestres, incluindo a reducdo da biodiversidade
(FRANCO et al., 2021).

Consequentemente, nos ultimos anos, vém sendo analisadas formas de minimizar o0s
impactos ambientais do petrdleo. Sendo assim, a biorremediacéo surge como uma alternativa
ecologicamente correta, ndo invasiva, mais barata e altamente favoravel a biodegradacao de
hidrocarbonetos e de poluentes organicos provenientes de residuos industriais, além da
biotransformacéao/bioacumulacdo de metais pesados. A biorremediacdo consiste na utilizacéo
de microrganismos (e.g. bactérias, fungos filamentosos, microalgas, leveduras) que, por
apresentarem diferentes vias metabolicas (anaerdbias e aerdbias) e enzimas, tornam-se aptos
para biodegradar ou biotransformar essas substancias em compostos menos nocivos. Ainda que
0S microrganismos sejam extremamente pertinentes nesse processo, existem diversos fatores
abidticos e bioticos que influenciam e podem dificultar a biorremediacéo, incluindo o tipo de
solo/sedimento, temperatura, pH, nutrientes, fontes de carbono e nitrogénio, tipos de
microrganismos (individuais ou em consércios), antagonismo entre as espécies, propriedades
fisico-quimicas, dentre outros (GARG et al., 2012; BABU et al., 2019; BALA et al., 2022).

Sabendo-se dos prejuizos e danos ambientais acarretados pelo derramamento de
petroleo e tendo em vista a existéncia de diversos estudos sobre sua degradacao, percebe-se que
ainda nao se sabe muito sobre as respostas microbianas durante o processo de degradacgédo e
destoxificacdo dos hidrocarbonetos, ou seja, qual a diversidade microbiana e a dindmica das
comunidades microbianas durante o processo. Desta forma, se torna necessario o uso de
analises multidisciplinares para o aprofundamento dos estudos, envolvendo areas da biologia
molecular, genética, microbiologia, bioinformatica e estudos em escalas de mesocosmos.

Segundo Stewart e colaboradores (2013) os mesocosmos diferem dos microcosmos em
relagdo ao seu tamanho. Embora possam apresentar ampla variacdo volumétrica, séo
geralmente definidos como sistemas experimentais a partir de 1 L. Além disso, podem ser
classificados como pequenos (< 102 L), médios (10-10* L) ou grandes (> 10* L). Ressalta-se

ainda que os estudos em mesocosmos representam uma abordagem intermediaria entre 0s
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experimentos realizados em laboratdrios e estudos de campo, permitindo o controle seletivo de
algumas varidveis (como a presenca de poluentes, niveis de umidade, concentracdo de
nutrientes, dentre outras) a0 mesmo tempo que proporcionam um cenario mais proximo da
realidade. Sabendo disso, 0s mesocosmos se tornam uma ferramenta extremamente vantajosa,
pois possibilitam a aplicagdo de testes controlados que utilizam poluentes, sem a liberagéo
direta dessas substdncias em hébitats naturais, evitando prejuizos ambientais. Com isso,
desempenham um papel importante para ampliar o conhecimento acerca dos ecossistemas
aquaticos, principalmente marinhos, possibilitando a investigacdo da exposicdo a metais
pesados, derramamentos de petroleo, acidificagdo e dos impactos das mudancas climaticas
(SHARMA et al., 2021).

Albarano e colaboradores (2020) reconhecem a importancia dos estudos em
mesocosmos, mas destacam alguns obstaculos que dificultam a aplicacdo dessa metodologia,
como o alto custo, a complexidade para sua reproducdo e os desafios na conducdo dos
experimentos, 0 que contribui para sua menor presenca na literatura cientifica. Com isso, este
estudo visa avaliar a bioaumentacdo associada com bioestimulacdo na biodegradacdo de
petréleo bruto em mesocosmos. Para isso, foi empregado o consorcio microbiano composto por
Acinetobacter beijerinckii 28, Microbacterium oleivorans M9, Sphingobium xenophagum 41,
Alcanivorax sp. 85C e Paramarasmius palmivorus CRM 593, previamente estudado em escala
de microcosmos pela equipe MicroBioMaR. Durante o processo de biodegradagéo foram feitas
analises funcionais como a degradacdo de alcanos e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs), fitotoxicidade, analise das desidrogenases, numero mais provavel (NMP) de
microrganismos degradadores e sequenciamento massivo para compreensao das estruturas das
comunidades microbianas ao longo do tempo (metabarcoding).

O presente estudo esta associado ao projeto CNPq 440774/2020-9 intitulado
“Biorremediagdo de petrdleo em sedimentos e 4gua do mar: estrutura e fun¢do de comunidades
microbianas (MicroBioMaR)”, sob a coordenacdo da Profa. Dra. Lara D. Sette (UNESP/Rio
Claro) em desenvolvimento no ambito da Chamada CNPg/MCTI 06/2020 — Pesquisa e
Desenvolvimento para Enfrentamento de Derramamento de Oleo na Costa Brasileira -

Programa Ciéncia no Mar do MCTI.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, foi avaliada a eficicia da bioaumentacdo associada a bioestimulagdo
(BA+BE) em comparacdo a atenuacdo natural (AN) na recuperacdo de sedimentos marinhos
contaminados com petroleo. Foi utilizado um consércio microbiano de origem marinha
composto por quatro bactérias (Acinetobacter beijerinckii, Microbacterium oleivorans,
Sphingobium xenophagum, Alcanivorax sp.) e um fungo (Paramarasmius palmivorus) para
investigar a capacidade de degradar hidrocarbonetos em escala de mesocosmos. Ambos 0s
tratamentos mostraram boa eficiéncia na degradacdo de alcanos e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPASs), com destaque para BA+BE, que apresentou maior remog¢do nos primeiros
15 dias, periodo em que a adicéo de nutrientes (nitrogénio e fosforo) e do consorcio microbiano
pode ter potencializado a degradacdo inicial. Uma segunda inoculagéo aos 45 dias mostrou-se
pouco relevante.

A integracdo dos dados microbiologicos, fitotdxicos, de degradacdo e de metabarcoding
demonstrou que no tratamento BA+BE houve uma reducdo rapida de alcanos e HPAs nos
primeiros 15 dias, a qual coincidiu com picos de atividade das desidrogenases e aumento do
namero mais provavel (NMP) de microrganismos degradadores, indicando intensa atividade
metabdlica inicial. Essa fase também apresentou alta fitotoxicidade, sugerindo a formacao de
metabdlitos intermedidrios toxicos durante a degradacdo acelerada do petréleo ou ainda
aumento da biodisponibilidade do petréleo. Com o avanco do processo, a atividade enzimatica
e a abundancia de microrganismos degradadores diminuiram gradualmente, refletindo o

consumo das fragcdes mais biodisponiveis e a predominancia de compostos mais recalcitrantes.



97

Paralelamente, o metabarcoding revelou uma forte adaptagdo da comunidade
microbiana autdctone, evidenciada pelo seu predominio em relagdo aos microrganismos
introduzidos do consorcio. No tratamento AN, observa-se uma diminuicdo nos indices de
Evenness, Shannon e Simpson a partir dos 45 dias, indicando que alguns taxons passaram a
dominar e a diversidade fungica diminuiu ao longo do tempo, tornando a comunidade menos
equilibrada. Em contraste, no tratamento BA+BE, esses indices permanecem estaveis e sem
diferenca significativa ao longo do tempo, indicando uma comunidade fangica mais estavel.

Na comunidade bacteriana, o tratamento BA+BE iniciou 0 experimento com elevada
diversidade, que se manteve nos primeiros periodos, mas apresentou uma queda acentuada aos
90 dias, refletida também nos demais indices, indicando perda da estabilidade e da diversidade
da comunidade bacteriana. Esse comportamento pode ser explicado pelo consumo rapido dos
hidrocarbonetos leves até os 15 dias, restando predominantemente compostos mais
recalcitrantes, que exigem microrganismos especializados capazes de utiliza-los como fonte de
carbono. Por outro lado, o tratamento AN teve uma diminuicdo significativa da riqueza e
diversidade nos primeiros 15 dias do experimento, porém com estabilizacdo dos indices nos
periodos subsequentes, indicando uma adaptacao inicial da comunidade bacteriana a presenca
do petroleo, seguida de estabilidade nos tempos posteriores.

Entre os géneros mais representativos da comunidade fungica, Cladosporium,
Epicoccum e Nigrospora destacaram-se em praticamente todos os tratamentos e tempos
avaliados, sendo os dois primeiros reconhecidos por sua capacidade de degradacdo de
hidrocarbonetos. J& na comunidade bacteriana, os géneros Pseudomonas, Halomonas,
Idiomarina e Immundisolibacter foram predominantes, sendo conhecidos por degradarem tanto
alcanos quanto hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS).

Sendo assim, mesmo com a baixa dominancia do consércio, a degradacdo dos
hidrocarbonetos reduziu significativamente a toxicidade ao final do experimento, sustentada
por taxons tolerantes e metabolicamente versateis, favorecendo a recuperacdo ambiental do
sistema. Em suma, os resultados evidenciam que o tratamento BA+BE representa uma
alternativa promissora para a restauragdo de ambientes marinhos impactados por

derramamentos de petréleo.
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