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RESUMO

A poluicao dos ecossistemas marinhos por hidrocarbonetos representa sérios riscos ambientais
e sociais devido a sua natureza toxica. Casos como o vazamento de 6leo na costa brasileira, que
afetou mais de 4 mil km, evidenciam a necessidade de metodologias eficazes para restaurar o
ambiente marinho. A biorremediacdo, baseada no uso do metabolismo microbiano, ¢
reconhecida por sua sustentabilidade. Microrganismos degradadores, ja presentes nas
comunidades microbianas marinhas, apresentam grande potencial enzimatico, e seu estudo
pode revelar novas perspectivas de aplicagdo em diferentes estratégias de biorremediagdo.
Assim, este estudo investigou as diferentes técnicas de biorremediacdo: atenuagdo natural (AN),
bioaumentacdo (BA), bioaumentagdo+bioestimulacio (BA BE) e bioestimulacdo (BE) em
microcosmos de sedimentos marinhos, visando identificar a abordagem mais eficaz para a
biorremediacdo a partir das andlises funcionais (degradagdo de hidrocarbonetos, toxicidade,
desidrogenases ¢ NMP de microrganismos degradadores) e estruturais (metabarcoding) ao
longo do tempo (0, 15, 45 e 90 dias). Os resultados mostraram que o consércio microbiano
selecionado, composto por microrganismos isolados da costa brasileira (Acinetobacter
beijerinckii 28, Microbacterium oleivorans M9, Sphingobium xenophagum 41, Alcanivorax sp.
85C e Paramarasmius palmivorus CRM 593), foi eficiente na degradacao de hidrocarbonetos
alifaticos (alcanos) e aromaticos. Nos ensaios em microcosmos, a maior atividade das
desidrogenases foi observada apos 45 dias em BA_BE (30,30 pg de TFP g de sedimento) e
BE (21,54 pug de TFP g!de sedimento), enquanto o NMP nido apresentou variagdes
significativas entre os diferentes tratamentos ao longo do tempo. Nos ensaios de fitotoxicidade,
a maior taxa de inibi¢do em Cucumis sativus foi obtida em BA_ BE (54,74%) ¢ BE (32,09%)
aos 45 dias, porém, apds 90 dias de biorremediagdo, a fitotoxicidade foi significativamente
reduzida em BA BE. As maiores taxas de degradagdo dos alcanos foram obtidas nos 15
primeiros dias de experimento com BE (93,94%) e BA BE (92,36%). Em relacdo a degradacao
dos HPAs, os melhores resultados foram com a BE (91,84%) e com a BA BE (90,85%) no
decorrer dos 45 dias de biorremediacdo. A andlise de metabarcoding identificou grupos
fingicos e bacterianos potencialmente degradadores, como Cladosporium e Idiomarina em
todos os tratamentos, com maior abundancia nos ensaios com suplementacao de nutrientes (BE)
e a adi¢ao do consorcio microbiano (BA BE), onde também foram observadas as maiores taxas
de degradagdo. Esses resultados reforcam o potencial das estratégias de BE e BA BE como
ferramentas praticas na remedia¢do de sedimentos marinhos contaminados.

Palavras-chave: biodegrada¢ao; hidrocarbonetos; consorcio microbiano; metabarcoding.



ABSTRACT

Marine ecosystem pollution by hydrocarbons poses serious environmental and social risks due
to their toxic properties. The oil spill along the Brazilian coast, which impacted more than 4,000
km, underscores the urgency of developing effective strategies for marine ecosystem
restoration. Bioremediation, based on microbial metabolism, is recognized for its sustainability.
Indigenous degrading microorganisms in marine microbial communities exhibit great
enzymatic potential, and their study may provide new insights for application in different
bioremediation strategies. Accordingly, this study investigated different bioremediation
techniques: natural attenuation (NA), bioaugmentation (BA), bioaugmentation + biostimulation
(BA_BE), and biostimulation (BE) in marine sediment microcosms collected along the northern
coast of Sdo Paulo State, Brazil. The aim was to identify the most effective approach for
bioremediation through functional analyses (hydrocarbon degradation, toxicity, dehydrogenase
activity, and MPN of degrading microorganisms) and structural analyses (metabarcoding) over
time (0, 15, 45, and 90 days). The results showed that the selected microbial consortium,
composed of microorganisms isolated from the Brazilian coast (Acinetobacter beijerinckii 28,
Microbacterium oleivorans M9, Sphingobium xenophagum 41, Alcanivorax sp. 85C e
Paramarasmius palmivorus CRM 593), was efficient in degrading aliphatic (alkanes) and
aromatic hydrocarbons. In microcosm assays, the highest dehydrogenase activity was observed
after 45 days in BA BE (30.30 ug TFP g! of sediment) and BE (21.54 ug TFP g! of sediment),
while the MPN did not show significant variations between the different treatments over time.
Phytotoxicity assays showed the highest inhibition rates in Cucumis sativus in BA BE
(54.74%) and BE (32.09%) at 45 days. However, after 90 days of bioremediation, phytotoxicity
was significantly reduced in BA BE. The highest alkane degradation rates were achieved
within the first 15 days of the experiment in BE (93.94%) and BA BE (92.36%). Regarding
PAHs degradation, the best results were observed in BE (91.84%) and BA_ BE (90.85%) over
45 days of bioremediation. Metabarcoding analysis identified potentially degrading fungal and
bacterial groups, such as Cladosporium and Idiomarina, across all treatments, with higher
abundance in nutrient-supplemented assays (BE) and in those with the microbial consortium
added (BA_BE), where the highest degradation rates were also observed. These results
reinforce the potential of BE and BA BE strategies as practical tools for the remediation of
contaminated marine sediments.

Keywords: biodegradation; hydrocarbons; microbial consortium; metabarcoding



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura molecular de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos presentes no petroleo

.................................................................................................................................................. 17
Figura 2. Estrutura molecular de (a) resinas; (b) asfaltenos presentes no petroleo................. 17
Figura 3. Produtos obtidos a partir da destilacdo fracionada do petréleo, separados de acordo
com a faixade  hidrocarbonetos € ponto de ebuligao..........ceevuvieeiiiieciieriiiece e 19
Figura 4. Cartogramas representando a producdo e o consumo de petréleo mundial em 2024
.................................................................................................................................................. 20
Figura 5. Causas de derramamentos por petroleiros, 1970-2024 ..........cccevevvevieniiieniienneennene 21
Figura 6. Mecanimos metabolicos no ataque inicial dos contaminanetes pelas oxigenases
(MONOOXIZENASES € AIOXIZENASES) .oeuvvrerrreerrierieerireeiteerreerseesaeesseesseesseessseeseessseesseessseenseessseenns 32
Figura 7. Principais vias metabodlicas aerdbicas bacterianas de hidrocarbonetos alifaticos e
ATOINALICOS .+ evtettenteenteeetettete et e stt e bt eae e et e e bt eaeesae e bt eaeees e e bt emsesaee bt enseesee bt enbeeaeesaeenseeneesneensesneenne 34
Figura 8. Diferentes estratégias de biodegradacdo anaerdbica de compostos organicos,
incluindo hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAS) ......c..cocvieiiiiiiiiieiiecieceeeeee e 35
Figura 9. Diferentes vias enzimaticas da degradagdo de HPA por fungos.........cccccecueevueennnee 36
Figura 10. Cromatograma do controle NeZativo..........ccceevieriieriiiiieniieeiieereeieeeeeeiee e eaeens 51
Figura 11. Cromatogramas dos consorcios comparados ao controle negativo ............c.......... 52
Figura 12. Cromatograma comparativo entre o melhor consorcio degradador avaliado neste
estudo com 0s demais consOrcios avValiadosS..........eevueeeriieriiiiiieriie et 55
Figura 13. Fitotoxicidade em Cucumis sativus dOS CONSOICIOS ........cccvrervrerereenieerieeieenreenneens 56
Figura 14. Cromatograma do consoércio selecionado para ensaios em microcosmos comparado
ao melhor consorcio avaliado Neste eSTUAO ....c..eevueeierieriieiiiiieeeee e 58
Figura 15. Fitotoxicidade em Cucumis sativus do consorcio selecionado para ensaios em
microcosmos comparado ao melhor consércio avaliado nesse estudo...........coceeveeeverienennnene. 59
Figura 16. Concentragdes totais de alcanos analisados nos tempos 0, 15, 45 e 90 dias.......... 63
Figura 17. Concentra¢des de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) analisadas nos
tempos 0, 15,45 € 90 1S ...eeieiiiieiiieeiie et e e e e e snaeeen 65
Figura 18. Efeito das diferentes estratégias de biorremediagdo de petrdleo sobre o crescimento
de Cucumis sativus a0 10120 dO LEMPO .....veeerivieeiieeiee ettt e e e e 76
Figura 19. Efeito das diferentes estratégias de biorremediacdo de petrdleo sobre a germinagao
A€ CUCUMES SALIVUS ..ottt ettt ettt ettt et s esaaesaeens 78
Figura 20. Atividade da desidrogenase ao longo do tempo (0, 15, 45 e 90 dias).........c.......... 80
Figura 21. Contagem de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos ao longo do tempo
(0, 15, 45 e 90 dias), estimada pelo método do Nuimero Mais Provavel (NMP) ..................... 82

Figura 22. Indices de alfa diversidade da comunidade fungica: Shannon, Simpson,
uniformidade e riqueza nos diferentes tratamentos de biorremediagdo ao longo do tempo.....85

Figura 23. Diagrama de Venn da soma do niimero de ASV fingicas...........ccccevviieveenecnnncene 88
Figura 24.  Beta diversidade das comunidades fungicas nos sedimentos marinhos
contaminados POT PELTOLEO. ...c..uuiiriieeiiieeeieeecieeestee et et e e e e e etaeeeareeeaeeeesseeessseeensseeennseesnnns 89

Figura 25. Abundancia relativa dos principais géneros das comunidades fingicas de acordo
com sequenciamento Illumina nas diferentes abordagens de biorremediagdo ao longo do tempo

Figura 26. Indices de alfa diversidade da comunidade bacteriana: Shannon, Simpson,
uniformidade e riqueza nos diferentes tratamentos de biorremediagdo ao longo do tempo.....96
Figura 27. Diagrama de Venn da soma do niimero de ASVs bacterianas..........c..ccccceevvennne. 98
Figura 28. Beta diversidade das comunidades bacterianas nos sedimentos marinhos
contaminados POT PELTOLEO. .......uiireiieeiieeeieeecieeertee et e et e e eee e et eeeareeeaeeesbeeeenseeensseeensseeennns 99



Figura 29. Abundancia relativa dos principais géneros das comunidades bacterianas de acordo

com sequenciamento Illumina nas diferentes abordagens de biorremediagao ao longo do tempo
................................................................................................................................................ 101



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Vantagens e desvantagens das principais técnicas convencionais de remediacao de
sedimentos CONTAMINAAOS ......cc.uiiuieiiieiieeie ettt sttt e sttt esae e e beesateebeesaeeenne 24

Tabela 2. Diferentes consorcios aplicados no contexto de biorremediacdo de hidrocarbonetos

.................................................................................................................................................. 31
Tabela 3. Isolados fingicos e bacterianos utilizados no presente estudo..........cceeevveeeennennee. 38
Tabela 4. Consorcios utilizados neste eStUdO .......cocveiiiieiiiiiiiiiii e 40
Tabela 5. Consorcios avaliados no mestrado de Miguel Gongalves ...........ccccccvevevveriienreennnnn. 40

Tabela 6. Taxa de germinacdo da Cucumis sativus expostas aos diferentes

COMSOTCIOS ..eeneteeuteeeuteetie ettt eteesateetteeuteeseesaeeenseeeaseeaseeeabee st e anbeanseeeaseensteenbeaasseenbeesabeenseenseeanseans 57
Tabela 7. Caracterizagdo granulométrica do sedimento ..........ccccecueeeeneenieniineeneeiieneenieneenn 60
Tabela 8. Caraterizagdo quimica do SEdIMENtO ..........ccveriieiiierieiiiieeie et e e e 61

Tabela 9. Concentracdes das moléculas de alcanos obtidas com a extragdo realizada nas
AMOSITAS A€ 15 Q1S ..ceutiiiiiiiie ettt ettt ettt e 68
Tabela 10. Concentragdes das moléculas de alcanos obtidas com a extracdo realizada nas
AMOSLIAS A€ 45 IAS ...veuietieieeeeee ettt ettt ettt ettt et ae et 69
Tabela 11. Concentragdes das moléculas de alcanos obtidas com a extra¢dao realizada nas
AMOSITAS A€ D0 QIAS...ccueiiiiiiiieii ettt st 71
Tabela 12. Concentracdes das moléculas de HPAs obtidas com a extra¢dao realizada nas
AMOSITAS AE 15 QIS ...ieuiieiiieiie et ettt ettt ettt e e e eneen 72
Tabela 13. Concentracdes das moléculas de HPAs obtidas com a extragdo realizada nas
AMOSIIAS AE 45 QIAS ..eeutiiiiiiiiie ettt ettt st e 73
Tabela 14. Concentracdes das moléculas de HPAs obtidas com a extra¢dao realizada nas
AMOSITAS A€ D0 QIS ....cueiieiiieiie ittt et ettt et et e et e eseaeeneen 74
Tabela 15. Indices de alfa diversidade da comunidade de fungos em sedimento marinho
contaminado por petréleo nos diferentes tratamentos € tEMPOS. .....eevveervreerireeercreeerreeerveeennes 84
Tabela 16. Indices de alfa diversidade da comunidade de bactérias em sedimento marinho

contaminado por petroleo nos diferentes tratamentos € teMpPOS. .........coeevververeenierieneeniennenn 95



AN
ANOVA
ASV
ATSDR
BA

BA BE
BE
BTEX
CETESB
CG-MS
CNPq
CONAMA
EPA
HPA
HTP
NMP
PCoA
PCR
PERMANOVA
TCA
TFP
TTC
VRQ

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Atenuacgao natural

Analise de Variancia

Amplicon Sequence Variant

Agency for Toxic Substances and Disease Registry
Bioaumentagao

Bioaumentacao + bioestimulagao

Bioestimulagao

Benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
Conselho Nacional do Meio Ambiente
Environmental Protection Agency
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
Hidrocarbonetos totais de petroleo

Numero mais provavel

Analise de coordenadas principais

Polymerase Chain Reaction

Analise Multivariada de Variancia Permutacional
Tricarboxylic Acid Cycle

Trifenilformazan

Cloreto de 2,3,5 — trifeniltetrazolio

Valores de Referéncia de Qualidade



SUMARIO

1 INTRODUGCAQ ... eereeerenenerenesenesesesesesesesesesssesesesssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssses 14
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ocueereeeeereresssssssssesssssessessssssssssssssssssessessessessessessssssses 16
2.1 Petroleo € a industria PetrOqUIMICA .......cccveeereieeeieieeeiieeeiieeereeesreeesreeesereeeseseeesaseeeeneas 16
2.2 Toxicidade do petrdleo e destino ambiental ............ccccveeeviieiiiieniieceie e, 21
2.3 BIOITEMEAIACAO ... uvviee ittt ettt e e ettt e e e et e e e e eatteeeeeaaeeeeeeataeeeeeenraeeeann 23
2.4 Mecanismos microbianos relacionados a degradacao dos hidrocarbonetos................... 28

3 OBIETIVO iiticnineisuccnisesssissssssssssssssisssssssssssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 37
4  MATERIAL E METODOS........cuooueeueerrenneensssssessessessessessesssssssssssssessessessessessessesssssssasses 38
4.1 MICTOTZANISINIOS ...uvvieiieeiiieiieenreeneeesteestreeseesseesseessseasseessseesaessseasseesssesnseessseesseesssesnseens 38
4.2 Montagem dOS CONSOTTIOS ....ueerieruirririerireereentreeteessteeseessressseessaeasseessseesseessseesseesssessseens 39
4.2.1 Selegao do consOrcio Mais CICICNLE. ........eeecviieeiieeciiee et eeve e e e 40
4.2.2 Ensaios qualitativos da degradagdo do petréleo bruto (CG-MS).......cccccecvvervvennnne. 40
4.2.3 Analise da toxicidade em CUCUMIS SALIVIS ........cccueeeueeecueeiienieeieeeieeeiee e, 42

4.3 ENSA10S 1M MICTOCOSITION ....uveeeetieneresurtansteenseensresseessteanseesssesseesseesnseesssesnsessssessseesssesnseens 43
4.3.1 Coleta do SEAIMENTO .....cc.eiuiiiiiiiiieeiereeeee ettt 43
4.3.2 Montagem dOS MICTOCOSITIOS ......ccuerurerteeteeitenteeteritesteeteeetesueensesieesbeeseestesaeensesaeenae 43
4.3.2.1 Preparacdo dos MICTOTZANISINOS ....ccverurerreeieriienteeieetenieeniesiteseeenseeseesseensesneenne 45

4.4 Monitoramento da atividade microbiana ............ccceeceeeiieriiiiieniieiiese e 45
4.4.1 Degradacdo quantitativa do Petrole0.........cccuieuieriieriieiiieiieeie et 45
4.4.2 Analise da fitotoXicidade. .......coouiiiiiiiiiiieieee e 46
4.4.3 Atividade das desidTOZENASES. .......eecviieriieeiiieerieeeiieeeriteeeteeesreeesaeeesreeeseseeennseeens 47
4.4.4 Contagem de microrganismos degradadores de 6leo diesel..........ccceevcvevenvirennnnnnn. 47

4.5 Caracterizacao da comunidade microbiana (metabarcoding) ............cccoecveeecvveenunnnnne. 48
4.5.1 Extracdo de DNA € amplifiCaga0........ccccuiieiiiieriieeiie ettt 48
4.5.2 Sequenciamento € PrOCESSAMENLO .......eeruveeerrreerrrreerireeenereeesereessseeessseeessseeesseessseenns 50

4.6 ANAIISES ESTATISTICAS v.vvvvvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseaesaeeseseseneeesenesesenenesesnsennnennnnnnnnnns 50



5 RESULTADOS E DISCUSSAQ c.ucveuieeeererenesssessessssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 51

5.1 Determinag@o do melhor consorcio degradador ...........oocvveeviieiienieeiiieniieiecie e 51
5.1.1 Analise qualitativa da degradacdo do petroleo (CG-MS) ......cccooveviieviieniieniiennne, 51
5.1.2 Fitotoxicidade nas analises A0S CONSOICIOS ......eeuveruieriieieriienieeienienieete e 56

5.2 Caracterizagao do sedimento marinho ..........c.cccccveeiiiiiiiiii i 59

5.3 ENSQI0S €M MICTOCOSIIIOS ...euteeriteauteesuteateesiteeteesuseesseesaseeseesnseesseesseesaeeenseesssesseesneeenne 62
5.3.1 Degradagao do petroleo bruto (andlises de CG-MS) ......cccoeeverieerieienieeeeieeeiee e 62
5.3.2 Fitotoxicidade em CUCUMLS SALIVIS ..........ccueeieeeieeeiieiiesie ettt 75
5.3.3 Atividade enzimatica (deSidrogenase) ........cecueeiveeruiieiiienieeieere et 80
5.3.4 Contagem de microrganismos degradadores (NMP) ........cccceeviriininniniincnncneene. 82

5.4 Andlise ecoldgica da comunidade microbiana............ccoecueevuiieiiienieeiienieeeese e 84
5.4.1 Diversidade alfa e beta da comunidade fingica............cocceevieeniiiiiinieiiieiieeeeee, 84

5.4.1.1 Composi¢ao da comunidade fingica...........cceeveevrienieiiiieniieieeie e 90

5.4.2 Diversidade alfa e beta da comunidade bacteriana ............ccccecevvereeneniieneenennnne. 95
5.4.2.1 Composicao da comunidade bacteriana ............cccceeeeveeevieeeniiieeniieeniee e 100

6 CONCLUSOES ..uucuiiniunncisscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 106

7 REFERENCIAS co.eeeeveveeeeeeeeeesessssssssssasssssssssssssssssssssssnsassssssssssassssssssssasssssssssenssssssessans 108




14

1 INTRODUCAO

Em agosto de 2019, um derramamento de petroleo atingiu mais de 4 mil km do litoral
brasileiro, afetando 11 estados do Nordeste e Sudeste (Pena et al., 2020). Cinco anos depois,
comunidades impactadas ainda denunciam a falta de indeniza¢des e de restauragdao do
ecossistema marinho (Camara dos Deputados, 2024). Casos como esse vém aumentando em
decorréncia das atividades antropogénicas associadas a exploracdo e comercializagdo do
petroleo (Kebede et al., 2021). Apesar dos combustiveis fosseis, como o petréleo,
representarem a principal fonte de recursos energéticos em diversos setores (Imam et al., 2019),
essas operagdes impactam constantemente os ecossistemas por derramamentos acidentais ou
pelas atividades inadvertidas de transporte, produgao e processamento (Lawniczak et al., 2020).
Essa poluicdo provoca danos na saide animal e humana e compromete setores economicos que
dependem dos recursos marinhos, como pesca, industrias maritimas, aquicultura, turismo,
atividades recreativas e bens culturais/naturais (Tedesco et al., 2024) devido a presenca de
substancias toxicas e persistentes (Al-hawash et al., 2018).

Diversas estratégias de remediagao t€m sido aplicadas para remover poluentes derivados
do petrdleo, incluindo técnicas fisico-quimicas como adsor¢ao, contencao, incineragao e uso de
dispersantes quimicos, que apesar de apresentar funcionalidade, exigem altos custos
operacionais ¢ de capital, além de apresentar riscos de contaminacdo secundaria, o que as
tornam pouco eficazes (Narayanan et al., 2023). Para superar essas dificuldades, a
biorremediacdo surge como alternativa promissora para recuperar ambientes contaminados por
hidrocarbonetos (Bhatt et al., 2022). Embora a determinagao precisa dos custos envolvidos seja
dificil, devido as variaveis ambientais, ao tipo de contaminante, a area afetada e sua extensao e
as tecnologias empregadas (Tedesco et al., 2024), a biorremediagao ¢ considerada a opgao mais
econdmica com custos entre 5-300 € por metro cibico em comparagdo com 10-600 € para
tratamentos fisico-quimicos e 50-2000 € para tratamentos térmicos como a incineragdo (Bianco
et al., 2023; Tedesco et al., 2024).

Além das vantagens citadas, a biorremediacdo ¢ um processo de remediagdo mais
sustentavel, que tem como objetivo aproveitar as vias metabolicas dos microrganismos e seus
produtos para degradar, eliminar ou transformar os poluentes ambientais em formas menos
recalcitrantes ou nao toxicas (Kebede et al., 2021). A diversidade de mecanismos estruturais,
bioquimicos e genéticos presentes nas vias metabodlicas de diferentes espécies de fungos e
bactérias permite que diversos contaminantes sejam utilizados como substrato energético ou

como fonte de carbono para sintese celular e aumento de biomassa (Bianco et al., 2023;
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McGenity et al., 2012; Xu et al., 2018). As principais enzimas microbianas envolvidas no
processo degradativo incluem as hidrolases, lipases, oxidorredutases, oxigenases e lacases
(Narayanan et al., 2023).

Dentro da tematica da biorremediagdo, ¢ fundamental investigar os mecanismos ainda
poucos explorados relacionados a fun¢do e a estrutura das comunidades microbianas, assim
como os fatores ambientais e as propriedades fisico-quimicas dos poluentes. Considerando o
impacto dos derramamentos de petroleo nos oceanos, especialmente no litoral brasileiro, a
singularidade deste estudo esta em sua estratégia voltada a restaura¢ao de sedimentos marinhos
contaminados, contexto em que a biorremediagcdo nesses locais ainda é pouco padronizada e
executada. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi estruturar um consoércio microbiano
composto por espécies isoladas do litoral brasileiro, com histérico de degradacdo de
hidrocarbonetos e/ou com propriedades emulsificantes. Foram testadas quatro estratégias de
biorremediacdo (atenuacdo natural, bioaumenta¢do, bioaumentacdotbioestimula¢do e
bioestimulagdo), visando encontrar a abordagem mais eficaz na degradacao do petrdleo em
sedimentos marinhos.

Cabe destacar que o presente projeto de mestrado ¢ parte do projeto intitulado
“Biorremedia¢do de petroleo em sedimentos e 4gua do mar: estrutura e fungao de comunidades
microbianas (MicroBioMaR)” fomentado pelo CNPg/MCTI (Programa Ciéncia no Mar)
(CNPq 440774/2020-9) e sob a coordenagao da Prof®. Dra. Lara D. Sette (UNESP/Rio Claro).
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, diferentes abordagens de biorremediagdao foram aplicadas para a
recuperagao de sedimentos marinhos contaminados com petrdleo. Os experimentos em
microcosmos evidenciaram que os tratamentos de BE ¢ BA BE foram os mais eficientes na
degradagdo dos hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, apresentando mais de 90% dos
compostos removidos entre 15 e 45 dias de experimento. A suplementacdo com nutrientes
(nitrogénio e fosforo), nos respectivos tratamentos, demonstrou ser um fator-chave para a
otimizagdo do processo de degradacdo. A analise da fitotoxicidade em C. sativus mostrou um
aumento na toxicidade nos tratamentos onde os nutrientes foram adicionados (BA_BE e BE),
sobretudo no inicio dos experimentos e aos 45 dias de biorremediagdo. No entanto, ao final do
experimento (90 dias), observou-se uma reducao significativa da toxicidade no tratamento de
BA BE.

As analises da diversidade da comunidade fungica revelaram que a BE foi o unico
tratamento que manteve maior diversidade no indice de Shannon em relacdo ao controle ao
longo do tempo, enquanto a AN e a BA_ BE ndo apresentaram diferencas significativas. Quanto
ao impacto do petréleo na diversidade, ndo foram observadas diferengas no tratamento AN e
no BA BE em relacdo ao controle em nenhum indice analisado ao longo do tempo.

Na comunidade bacteriana foi possivel verificar a diminuigdo de todos os indices da alfa
diversidade em todos os tratamentos comparados ao controle nos primeiros 15 dias de
experimento, com excecdo da riqueza, sugerindo que comunidades menos diversas, porém
compostas por tdxons metabolicamente mais eficientes, podem ser mais eficazes nesse contexto
de biorremediacao. Ao final do experimento (90 dias), houve redugdo significativa da
diversidade em BE e BA BE em comparacdo ao controle em todos os indices € em comparagao
com a AN nos indices de Shannon e uniformidade. Além disso, a riqueza em BE, neste mesmo
tempo, foi significativamente menor em comparagdo com AN.

Os resultados da caracteriza¢do taxondmica mostraram que a contaminacao por petroleo
(1%) modulou a composi¢do da comunidade microbiana, onde os géneros mais abundantes
foram predominantemente descritos como potenciais degradadores. O género flngico
Fusarium e os géneros bacterianos Halomonas, Alcanivorax e Pseudomonas, ausentes no
tempo inicial (sem tratamento), passaram a ser detectados em todos os tratamentos a partir dos
15 dias de biorremediacdo, evidenciando o papel dos hidrocarbonetos como fonte de carbono e

energia para esses grupos.
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Os dados indicaram que a comunidade autoctone apresenta alta capacidade e adaptacao
para remover os hidrocarbonetos de petréleo. No entanto, a suplementa¢do com nutrientes nos
tratamentos de BE e BA BE favoreceu maior dominancia de grupos especificos e
degradadores, o que resultou em taxas superiores de degradagdo. O género Halomonas, por
exemplo, destacou-se como um dos mais abundantes da comunidade bacteriana, sendo
favorecido exclusivamente nesses tratamentos. Entre os géneros mais representativos da
comunidade fungica, o Cladosporium, Paraconiothyrium e Fusarium destacaram-se em todos
os tratamentos, enquanto nas comunidades bacterianas, Idiomarina, Halomonas e
Marinobacter foram mais predominantes nos tratamentos de BE e BA BE ao longo do tempo.
Apesar da Idiomarina apresentar elevada abundancia na AN nos primeiros 15 dias de
biorremediacdo, essa abundancia foi reduzida ao longo do experimento, acompanhada por uma
composi¢ao distinta nos periodos de 45 e 90 dias comparada aos 15 dias iniciais. Dentre os
microrganismos introduzidos, como parte do consorcio, o género fungico Marasmius
(atualmente Paramarasmius) foi detectado apenas ao final do experimento, ja& o grupo
bacteriano Alcanivorax, embora presente, ndo foi exclusivo desse tratamento.

Em sintese, os resultados evidenciam que as abordagens de BE e BA BE representam
alternativas promissoras para a restauracdo de ambientes marinhos impactados por
hidrocarbonetos de petroleo, por promoverem a selecdo e o favorecimento de grupos

degradadores.
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