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aprovacio no RCS Trabalho de Conclusido de Curso.

A exploragdo intensa de petréleo, especialmente em ambientes marinhos, tem contribuido para
eventos de contaminagdo ambiental de diferentes magnitudes. Os hidrocarbonetos policiclicos
aromdticos (HPA) de petréleo apresentam elevado potencial téxico, mutagénico e
carcinogénico, além de persistirem no ambiente, gerando riscos ao ecossistema e a saide
humana. Entre 2019 e 2023, foram registradas 270 ocorréncias de descargas de dleo cru no
Brasil, evidenciando a necessidade de ferramentas eficazes para a descontaminacido € o
monitoramento desses ambientes. Os microrganismos desempenham papel crucial na
degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo e na producdo de bioemulsificantes e
biossurfactantes, contribuindo para a remog¢ao natural desses poluentes. Neste estudo, buscou-
se selecionar estirpes bacterianas com potencial para futura aplicacdo em estudos de
biorremediacdo e biomonitoramento. Para isso, foram isoladas e caracterizadas estirpes
presentes em amostras de dgua coletadas em oito praias do litoral do Rio de Janeiro, incluindo
Arpoador, Grumari, Vermelha, Sahy, Itacuru¢d, Itaipuacu, Ferradura e Itaipu, avaliando sua
capacidade de tolerar e/ou degradar naftaleno — modelo de HPA. Foram montados microcosmos
em triplicata contendo 0,1% de naftaleno e o isolamento foi realizado em meio dgar marine,
tendo sido isoladas pelo menos 28 coldnias de cada praia, totalizando 231 estirpes. O DNA das
estirpes foi extraido para identificacdo molecular baseada no gene que codifica o 16S rRNA, e
todas as estirpes foram submetidas a testes de emulsificacdo. Os testes de deslocamento de 6leo
e colapso da gota foram realizados quando o indice de emulsificacdo foi igual ou superior a
40%. Foi também testada a capacidade das estirpes em degradar HPA, através do crescimento
em meio contendo naftaleno como unica fonte de carbono. Por fim, genes marcadores
relacionados a degradacdo de HPA foram detectados por PCR. Alguns géneros foram
encontrados exclusivamente em praias especificas, como Frondibacter e Novosphingobium
(em Arpoador), enquanto outros, como Salipiger e Alteromonas, foram isolados de mais da
metade das praias. Dezoito estirpes apresentaram indices de emulsificacio entre 40% e 72%,
das quais seis também foram positivas nos testes de colapso de gota e deslocamento de 6leo.
Dezessete estirpes cresceram utilizando naftaleno como unica fonte de carbono, e foi possivel
detectar genes de degradacao de HPA, por PCR, a partir de oito delas. Considerando o potencial
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de degradacgdo e a frequéncia de géneros isolados de praias, estirpes dos géneros Alteromonas,
Salipiger e Pseudooceanicola se destacaram como promissoras para a biorremediacdo de HPA.
Entre elas, algumas estirpes de Pseudooceanicola e Alteromonas também demonstraram
producdo de bioemulsificantes e biossurfactantes, reforcando seu potencial. A caracterizacdao
dessas estirpes permitiu formar uma cole¢ao de culturas com potencial aplicagao em estudos de
biorremediacdo e biomonitoramento, oferecendo subsidios importantes para estratégias de
recuperacao de ambientes marinhos tropicais contaminados por derivados do petréleo.

Palavras-chave: biorremediacdo marinha, bioemulsificantes, biossurfactantes, derramamento
de 6leo, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), PCR
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The intensive exploitation of petroleum, especially in marine environments, has contributed to
contamination events of different magnitudes. Petroleum-derived polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAH) present high toxic, mutagenic and carcinogenic potential, in addition to
persisting in the environment, posing risks to ecosystems and human health. Between 2019 and
2023, 270 occurrences of crude oil discharges were recorded in Brazil, highlighting the need
for effective tools for the decontamination and monitoring of these environments.
Microorganisms play a crucial role in the degradation of petroleum hydrocarbons and in the
production of biosurfactants and bioemulsifiers, contributing to the natural removal of these
pollutants. In this study, the aim was to select bacterial strains with potential for future
application in bioremediation and biomonitoring studies. For this purpose, strains present in
water samples collected from eight beaches along the coast of Rio de Janeiro were isolated and
characterized, including Arpoador, Grumari, Vermelha, Sahy, Itacurucd, Itaipuacu, Ferradura
and Itaipu, assessing their ability to tolerate and degrade naphthalene — a model PAH.
Microcosms were set up in triplicate containing 0.1% naphthalene and the isolation was
performed on marine agar medium, with at least 28 colonies isolated from each beach, totaling
231 strains. The DNA of the strains was extracted for molecular identification based on the 16S
rRNA gene, and all strains were subjected to emulsification tests. Oil displacement and drop
collapse assays were performed when the emulsification index was equal to or higher than 40%.
The ability of the strains to degrade PAH was also tested through growth in medium containing
naphthalene as the sole carbon source. Finally, marker genes related to PAH degradation were
detected by PCR. Some genera were found exclusively in specific beaches, such as
Frondibacter and Novosphingobium (in Arpoador), while others, such as Salipiger and
Alteromonas, were isolated from more than half of the beaches. Eighteen strains showed
emulsification indices between 40% and 72%, of which six were also positive in the drop
collapse and oil displacement assays. Seventeen strains grew using naphthalene as the sole
carbon source, and it was possible to detect PAH-degrading genes by PCR in eight of them.
Considering the degradation potential and the frequency of genera isolated from the beaches,
strains of the genera Alteromonas, Salipiger and Pseudooceanicola stood out as promising for
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PAH bioremediation. Among them, some strains of Pseudooceanicola and Alteromonas also
demonstrated the production of biosurfactants and bioemulsifiers, reinforcing their potential.
The characterization of these strains allowed the formation of a culture collection with potential
application in bioremediation and biomonitoring studies, offering important support for the
development of strategies aimed at the recovery of tropical marine environments contaminated
by petroleum derivatives.

Keywords: marine bioremediation, bioemulsifiers, biosurfactants, oil spill, polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAH), PCR
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O derramamento de petréleo em praias e mares é um problema frequente e preocupante,
podendo afetar ecossistemas inteiros e representar riscos a saide humana, jid que alguns
componentes do petréleo podem causar doengas, e até mesmo levar a morte. Para investigar
formas naturais de remover poluentes do petréleo de 4guas marinhas, nosso estudo focou em
procurar bactérias, organismos tdo pequenos que s6 podem ser vistos com microscépio, que
vivem na 4dgua do mar e que podem usar os componentes do petréleo como alimento,
degradando moléculas complexas em partes menores que ndo fazem tanto mal ao ambiente.
Além disso, algumas bactérias produzem substincias chamadas bioemulsificantes e
biossurfactantes, que funcionam como detergentes naturais, ajudando a dividir as moléculas de
petréleo em partes menores, que serdo mais facilmente degradadas. Coletamos amostras de
agua de oito praias do litoral do Rio de Janeiro, a partir das quais encontramos mais de 200
bactérias diferentes, e observamos quais conseguiam usar os poluentes como alimento e quais
produziam esses detergentes naturais. Descobrimos que alguns grupos de bactérias, como
Alteromonas, Salipiger e Pseudooceanicola, aparecem em vdrias praias e t€ém grande
capacidade de degradar esses poluentes, além de produzir essas substancias que facilitam sua
remocdo. Selecionamos entdo esses grupos de bactérias, por estarem distribuidos de forma
consistente e por suas habilidades de degradar poluentes, podendo servir ndo apenas como
aliados na recuperacdo de ambientes marinhos, mas também como indicadores bioldgicos,
ajudando a monitorar a saide das praias. Com esses resultados, podemos contribuir para a
preservacdo de ecossistemas costeiros e para a protecao da populacdo que frequenta essas reas.
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1.INTRODUCAO

1.1 O petréleo

Considerado um composto organico de estrutura complexa, o petréleo ¢é
majoritariamente uma mistura de hidrocarbonetos, isto é, espécies quimicas organicas formadas
exclusivamente por dtomos de carbono e hidrogénio, que variam desde compostos simples,
como o metano, estruturas com dezenas de dtomos de carbono, como o n-tetradecano, ou até
mesmo estruturas com formagdes de anéis aromaticos, como o benzeno (Speight, 2015).

Dentre as fracdes de hidrocarbonetos que compdem o petrdleo, destacam-se 0s n-
alcanos, os cicloalcanos, os hidrocarbonetos monociclicos aromaticos (HMA) e os
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA) (Guermouche et al., 2015). Esses grupos
diferem estruturalmente pela presenca de cadeias lineares ou ramificadas nos n-alcanos, de
anéis saturados nos cicloalcanos e de sistemas conjugados em um tnico (HMA) ou multiplos
(HPA) anéis. Essas diferencgas estruturais influenciam as propriedades quimicas e a estabilidade
desses compostos (Speight, 2015). Além dos hidrocarbonetos, o petréleo também ¢é formado
por compostos contendo enxofre, nitrogénio, oxigénio e tracos de metais pesados, como
vanidio e niquel (Hasan et al., 2024).

O petrdleo € encontrado em poros e fraturas de formacdes rochosas, onde se acumula
em rochas-reservatério. Sua formacgdo tem origem na decomposicao de matéria organica —
como restos de plancton e microrganismos marinhos — soterrada ao longo de milhdes de anos,
sofrendo transformacdes quimicas e microbioldgicas sob altas pressdes e temperaturas (Lima
et al., 2014).

Devido a sua composi¢ao e versatilidade, o petréleo passou a exercer um papel central
no fornecimento de energia e na economia global, sendo utilizado para a producdo de uma
ampla variedade de produtos, incluindo combustiveis fosseis e produtos petroquimicos usados
na fabricacdo de plasticos, fertilizantes, farmacos, entre outros (Speight e El Gendy, 2017).
Segundo dados do Energy Institute, apresentados na Statistical Review of World Energy
(Revisao Estatistica Mundial de Energia) mais recente (2024), em 2023 o mundo consumiu
619,63 EJ de energia, dos quais aproximadamente 31,7% (196,43 EJ) foram provenientes do
petrdleo, o que representou um aumento de 2,5% em relacdo ao ano anterior.

Esse cendrio evidencia que a demanda por esse insumo continua em crescimento,
acompanhando o aumento geral do consumo de energia mundial, mesmo com a expansao de
outras fontes energéticas. Além disso, o Brasil se destacou como o sétimo maior produtor de

barris de petr6leo no mundo no mesmo periodo (Energy Institute, 2024). No pais, a industria



do petréleo e gas responde por 17% do produto interno bruto (PIB) industrial e por 33,1% da

oferta interna de energia, revelando sua importancia dentro da industria nacional (IBP, 2025).

1.2 Contaminaciao ambiental por petroéleo e suas implicacoes

Devido a exploragado intensiva do petréleo, principalmente em ambientes marinhos,
derramamentos de 6leo de diferentes escalas sdo eventos frequentes, geralmente resultantes de
acidentes durante a producdo e transporte de petréleo e seus derivados em todo o mundo
(Acosta-Gonzalez et al., 2015). Entre 2013 e 2023, de acordo com o Relatério Anual de
Seguranca Operacional das Atividades de Exploracdo e Producdo de Petréleo e Gas Natural,
foram registrados em territdrio brasileiro 767 incidentes com descarga de 6leo cru e 6leo diesel
em ambientes marinhos (Figura 1). Os maiores derramamentos desse periodo ocorreram
principalmente no litoral Sudeste, nas bacias entre Rio de Janeiro, Sao Paulo e Espirito Santo,

regides que concentram grande parte da produc@o nacional em dguas profundas (ANP, 2024;

IBP, 2025).

Volume vazado (m?)
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Figura 1 — Incidentes com descarga de 6leo e diesel em ambiente marinho no Brasil entre 2013 e 2023,
apresentando os volumes vazados (m?) e a quantidade anual de eventos relacionados a dleo e a diesel. As barras
representam os volumes de 6leo e diesel derramados, enquanto as linhas indicam o ndimero de incidentes para cada
tipo de substancia no periodo analisado (ANP, 2024).

Derramamentos de 6leo em ambientes marinhos podem acarretar efeitos nocivos aos
sistemas ecoldgicos e a saide humana, além de perdas econdmicas significativas (Macaulay e
Rees, 2014). Do ponto de vista econdmico, os impactos causados por esses acidentes afetam
diretamente atividades como a pesca, o turismo e a industria costeira, gerando perdas
financeiras que vao desde pequenas comunidades locais (Estevo et al., 2021; Soares et al., 2022)
até grandes setores da economia (Court et al., 2020). Além disso, esses eventos resultam em
custos significativos com agdes de contengdo, limpeza e recuperacdo ambiental, além de

prejuizos para diferentes cadeias produtivas (All6 e Loureiro, 2013; Sandifer et al., 2021).



No contexto ambiental, os impactos dos derramamentos de 6leo sdo variados e
complexos, incluindo alteragdes na distribuicdo de espécies, toxicidade para a vida marinha,
mudangas na comunidade planctonica, degradacdo de habitats, entre outros (Estevo et al.,
2021). Alguns estudos mostraram impactos diretos em populacdes de peixes, invertebrados e
grandes predadores marinhos, como o atum-rabilho (Thunnus thynnus) e o mahi-mahi
(Coryphaena hippurus), durante um acidente que ocorreu no Golfo do México em 2010, com
registros de alteragdes fisioldgicas, comportamentais e reprodutivas (Beyer et al., 2016; Nelson
et al., 2016).

Dentre os riscos gerados a saide humana, destacam-se quadros alérgicos, respiratorios
e dermatoldgicos, observados tanto em trabalhadores da limpeza quanto em moradores das
areas afetadas (Sandifer et al., 2021). O GuLF STUDY identificou maior prevaléncia de tosse,
sibilos e dispneia, além de aumento do risco de asma em individuos expostos a vapores de
hidrocarbonetos e dispersantes quimicos (Sandler et al., 2014; Kwok et al., 2017). Além disso,
dermatites de contato e eczemas foram relatados em pessoas com contato direto com 6leo cru
e produtos quimicos de descontaminagdo (Zock et al., 2007).

Exposicdes cronicas a hidrocarbonetos e solventes presentes em derramamentos de
6leo podem desencadear respostas imunotdxicas e agravar reagdes alérgicas, afetando
simultaneamente diferentes sistemas do corpo (Laffon, Pasaro, e Valdiglesias, 2016). Além
disso, esse tipo de exposi¢ao estd associado a riscos mais graves a saude, incluindo diversos
tipos de cancer, como melanoma e cincer de pulmao, toxicidades multiplas (genotoxica,
hematotoxica e cardiotoxica) e impactos sobre o sistema enddcrino, sistema nervoso, rins e
desenvolvimento embriondrio (Ossai et al., 2020). Estudos também indicam que trabalhadores
cronicamente expostos a certas classes de hidrocarbonetos podem apresentar reduc¢ao nos niveis
séricos de imunoglobulinas, refletindo comprometimento da resposta imune humoral, além de
efeitos hematoldgicos, como hemdlise de eritrécitos apds inalagdo oral ou nasal de naftaleno

(Szczeklik et al., 1994; Srogi, 2007).

1.3 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) e toxicidade associada

Os riscos ao ambiente e a saide publica decorrentes da exposi¢do a compostos
derivados do petréleo estdo diretamente relacionados a estrutura quimica dos hidrocarbonetos
presentes (Truskewycz et al., 2019). Os HPA sao particularmente preocupantes devido a sua
persisténcia no ambiente e potencial toxicidade. Esses compostos apresentam estrutura formada

por dois ou mais anéis arométicos condensados, planos e conjugados, o que lhes confere elevada

estabilidade, baixa solubilidade em 4gua e alta lipofilicidade, favorecendo a persisténcia e a



bioacumulacdo no ambiente marinho (Haritash e Kaushik, 2009). Embora existam mais de cem
HPA descritos, a Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) classifica
dezesseis deles (Figura 2) como contaminantes prioritdrios devido ao potencial téxico que

apresentam (Mallah et al., 2022).
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Figura 2 — Representacdo 2D dos 16 HPA prioritarios segundo a USEPA (Adaptado de Reizer, Viskolcz e Fiser,
2022).

Os HPA exercem grande parte de seu efeito mutag€nico e carcinogénico apos
bioativacdo hepatica e extra-hepatica mediada dependente da sinalizagdo AhR/CYP, sendo
CYP1A1l e CYPIBI1 enzimas centrais na conversdao de HPA em epoxidos e diol-epoxidos
reativos (Masaki et al., 2021; Montano et al., 2025). Os metabdlitos eletrofilicos podem se ligar
covalentemente as bases do DNA, como ocorre com os adutos de metabdlitos finais de
benzo[a]pireno no N2 da guanina. Esses eventos estdo associados a mutacdes especificas
observadas em tumores humanos, incluindo substitui¢des de guanina por timina em regides
criticas do gene p53. Esse gene desempenha um papel fundamental como supressor tumoral,
regulando a divisao celular, reparando danos no DNA e promovendo a eliminag@o de células
comprometidas, contribuindo assim para a prevencao do desenvolvimento de tumores (Pfeifer
et al., 2002; Tretyakova et al., 2002; Moorthy, Chu e Carlin, 2015).

Mecanismos alternativos de ativacdo exercem influéncia importante: a geracdo de o-

quinonas a partir de HPA pelas dihidrodiol-desidrogenases inicia ciclos redox que produzem



espécies reativas de oxigénio (ROS), ocasionando danos oxidativos ao DNA e formando adutos
que comprometem os sistemas de reparo e a estabilidade celular (Penning et al., 1999; Park et
al., 2006; Ryu e Hong, 2024). Esses efeitos oxidativos reforcam a acdo direta dos epdxidos,
expandindo o espectro de lesdes capazes de favorecer a transformacdo celular e o
desenvolvimento tumoral (Moorthy, Chu e Carlin, 2015).

Evidéncias recentes indicam que os efeitos dos HPA ultrapassam a genotoxicidade
cldssica, envolvendo também profundas alteracdes epigenéticas. Entre essas modificacodes
destacam-se mudancas na metilacdo do DNA, variacdes nos padrdes de histonas e perfis de
miRNA desregulados, fendmenos que, em modelos experimentais, foram associados a efeitos
multigeracionais. Esses achados sugerem que a exposi¢ao a HPA nao se limita a indugdo de
lesdes diretas no DNA, mas pode provocar reprogramacoes persistentes da expressao génica
(Bukowska e Sicinska, 2021; Wan et al., 2022; Pandelides et al., 2023).

Paralelamente, a ativacdo do eixo AhR/CYP pode intensificar respostas inflamatdrias
e estimular sinais pré-proliferativos em determinados contextos celulares. Assim, O risco
toxicologico dos HPA emerge de uma complexa interacdo entre multiplos mecanismos:
ativacdo metabolica, formacgdo de adutos covalentes, estresse oxidativo, alteragdes epigenéticas
e fatores que modulam a susceptibilidade genética e ambiental do organismo a exposi¢ao (Yuan

et al., 2025; Zhang et al., 2025).

1.4 Métodos de biorremediacao e biomonitoramento

A crescente demanda por petrdleo e seus derivados, aliada a alta periculosidade desses
compostos, tem intensificado os riscos ambientais e sanitarios decorrentes de sua exploracao e
uso. Assim, torna-se indispensdvel o desenvolvimento de ferramentas eficazes para o
monitoramento e a remediacio de dreas contaminadas (Sharma et al., 2024). Os derramamentos
de dleo, especialmente em ambientes marinhos, exigem abordagens integradas que considerem
as propriedades fisico-quimicas do petréleo, as condicdes ambientais e a sensibilidade
ecoldgica das areas afetadas (Tewari e Sirvaiya, 2015).

De modo geral, as técnicas de remediacdo de dreas impactadas por petrdleo sao
classificadas em métodos fisicos, quimicos, térmicos e bioldgicos, ou biorremediagdo (Dave e
Ghaly, 2011; Dhaka e Chattopadhyay, 2021; Purohit et al., 2024). Cada abordagem apresenta
vantagens operacionais, mas também limitacdes relevantes. Os métodos fisicos, como barreiras
de contencdo e skimmers, permitem a remocdo mecanica do 6leo da superficie, porém sua

eficiéncia € restrita a derramamentos recentes e a condigdes ambientais favordveis, além de ndo



atuarem sobre fragdes dissolvidas ou emulsificadas do contaminante (Dhaka e Chattopadhyay,
2021).

Os métodos quimicos, que incluem o uso de dispersantes e desemulsificantes, podem
facilitar a dispersao do 6leo e aumentar sua biodisponibilidade, mas ndo promovem a remog¢ao
efetiva do poluente e podem apresentar efeitos toxicos para organismos aquaticos (Ivshina et
al., 2015). J& os métodos térmicos, como a queima in situ, possibilitam a rdpida reducao do
volume de 6leo, porém dependem de condicdes operacionais especificas e podem gerar
emissdes atmosféricas e impactos ambientais adicionais, o que limita sua aplicacio em
ecossistemas sensiveis (Ekperusi et al., 2019).

Diante dessas limitacdes, a biorremediacdo tem ganhado destaque como uma
abordagem bioldgica voltada a transformagdo dos contaminantes de forma mais sustentdvel
(Purohit et al., 2024), ao empregar organismos vivos capazes de metabolizar compostos toxicos
de maneira natural. Nesse processo, substancias complexas podem ser convertidas em
compostos menos complexos, o que, em muitos casos, contribui para a reducio da toxicidade
ambiental (Macaulay e Rees, 2014), embora alguns intermedidrios ainda possam apresentar
efeitos adversos ou permanecer persistentes no ambiente (Bekins et al., 2020; San-Martin et al.,
2020).

Um exemplo € a fitorremediag@o, que utiliza plantas aquaticas como Alternanthera
philoxeroides e Sagittaria lancifolia na remocdo e degradacdo de hidrocarbonetos em
ecossistemas contaminados (Sharma et al., 2024). Ja a biorremediag@o microbiana fundamenta-
se na acdo de bactérias e fungos capazes de metabolizar hidrocarbonetos como fontes de
carbono e energia, promovendo sua conversao em compostos potencialmente menos toxicos e
contribuindo para a restauracdo ambiental (Varjani, 2017; Rahmati et al., 2022).

Entre as principais abordagens empregadas estdo a bioaumentacdo (introdugdo de
estirpes microbianas com alta capacidade degradadora no ambiente), bioestimulagdo (adicao de
nutrientes ou ajustes nas condi¢cdes ambientais para favorecer o crescimento dos
microrganismos nativos), uso de biossurfactantes (aplicagdo de compostos tensoativos
microbianos que aumentam a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos) e atenuagdo natural
(monitoramento dos processos naturais de degradac¢do sem intervenc¢do direta) (Rahmati et al.,
2022). Essas estratégias, quando ajustadas as condi¢des ambientais locais, podem alcancar
taxas significativas de descontaminagao (Rahmati et al., 2022).

Considerando a aplicacdo de estratégias de biorremedia¢do em dreas impactadas por
petréleo e seus derivados, o biomonitoramento surge como uma abordagem complementar para

a avaliacdo da contaminagdo ambiental e do progresso dos processos de recuperacio



(Davletgildeeva e Kuznetsov, 2024). Ao incorporar respostas bioldgicas aos dados ambientais,
essa estratégia permite identificar e quantificar os efeitos decorrentes da exposicdo a HPA e a
outros compostos associados ao petréleo, contribuindo para uma compreensao mais ampla e
integrada da dinamica de degradacio e recuperagdo dos ecossistemas afetados (Vethaak et al.,
2017).

Diferentemente das andlises fisico-quimicas convencionais, que se restringem a
identifica¢do e a quantificagdo dos contaminantes no ambiente, o biomonitoramento oferece
uma perspectiva funcional, ao evidenciar como os organismos respondem a exposicio a esses
compostos em niveis bioquimicos, fisioldgicos e moleculares (Davletgildeeva e Kuznetsov,
2024). Essa abordagem possibilita avaliar ndo apenas a presenca dos poluentes, mas também
seus efeitos biologicos e ecoldgicos, sendo particularmente relevante em ambientes complexos,
como os ecossistemas marinhos (Kumar et al., 2024).

Nesse contexto, bactérias degradadoras de hidrocarbonetos destacam-se como
potenciais bioindicadoras, uma vez que apresentam respostas rapidas e mensurdveis a presenca
dos contaminantes (Garcia-Garcia et al., 2023). Em ambientes contaminados, estudos tém
demonstrado um enriquecimento natural de comunidades bacterianas capazes de utilizar
hidrocarbonetos do petréleo como fonte de carbono e energia. Essa adaptacdo microbiana
evidencia tanto o potencial desses microrganismos para processos de biorremediacdo quanto
sua utilidade como biomarcadores de contaminacao em ecossistemas marinhos (Cardoso, 2022;
Mohammed, Omar e Hasan, 2023).

Na prética, o uso de microrganismos como bioindicadores de poluicdo por dleo tem
sido realizado por meio de abordagens que permitem detectar e quantificar alteracdes nas
comunidades microbianas em ambientes impactados. Estudos recentes tém utilizado o
sequenciamento do gene que codifica o 16S rRNA e abordagens metagenOmicas para
caracterizar mudancas na estrutura e na diversidade bacteriana em solos contaminados por
hidrocarbonetos, evidenciando o enriquecimento de grupos microbianos associados a
degradacdao de compostos petroliferos (Liu et al., 2024; Bayatian, Pourbabaee e Amoozegar,
2025). Em complemento, a identificacdo e a quantificacdo de genes funcionais relacionados a
rotas metabdlicas de degradacdo permitem inferir o potencial funcional das comunidades
microbianas e sua resposta a contaminagao, contribuindo para uma avaliagdo mais integrada da
poluicdo por petréleo (Valencia-Luna et al., 2025).

Dessa forma, o uso integrado do biomonitoramento em d&reas submetidas a
biorremediacao permite uma avaliagdo mais abrangente da eficicia das estratégias adotadas, ao

possibilitar a detec¢do de impactos sobre organismos vivos e a identificacdo precoce de



possiveis desequilibrios ecolégicos (Pérez-Vazquez et al., 2024). Essa abordagem integrada
fornece subsidios importantes para o aprimoramento de acdes de manejo e conservaciao
ambiental, bem como para o acompanhamento da recuperagdao de ecossistemas afetados por

contaminacdo por petréleo (Martins, Costa e Bianchini, 2023).

1.5 Diversidade bacteriana e genes funcionais na biorremediacio de hidrocarbonetos

Entre os microrganismos capazes de biorremediar ambientes contaminados por
petréleo, destacam-se as bactérias, que utilizam hidrocarbonetos como fonte de carbono e
energia e representam os principais agentes na degradacdo desses poluentes, desempenhando
papel central na limpeza natural de areas afetadas (Waikhom et al., 2020). Diversos estudos na
literatura descrevem estirpes pertencentes a géneros como Alteromonas, Pseudomonas,
Bacillus, Rhodococcus e Mycobacterium por sua capacidade de degradar HPA (Jin, Kim e Jeon,
2015; Kuppusamy et al., 2017; Sakshi e Haritash, 2020; Walton e Buchan, 2024).

A degradacdo de HPA por bactérias geralmente se inicia com a hidroxilacdo de um
dos anéis aromaticos, mediada por enzimas como dioxigenases ou monooxigenases, tornando
os HPA mais suscetiveis a reacdes de degradacdo subsequentes (Kanaly e Harayam, 2000). Em
seguida, ocorrem reacdes de rearranjo e clivagem do anel aromético, gerando intermedidrios
monociclicos que podem ser direcionados para o metabolismo central bacteriano (Waikhom
etal., 2020). Nem todas as bactérias degradadoras de HPA realizam sua mineralizacio
completa, alguns grupos sio capazes apenas de converter o composto em intermedidrios menos
toxicos através da hidroxilacdo e adi¢do de grupos metoxila (Walton e Buchan, 2024). Esses
intermedidrios podem ser metabolizados ou acumulados na célula bacteriana, dependendo das
condi¢des ambientais e da capacidade metabdlica da espécie envolvida (Walton e Buchan,
2024).

Além da degradacdo de contaminantes, algumas bactérias também sintetizam
bioemulsificantes e biossurfactantes, ampliando as possibilidades de aplicagdo em processos
industriais e interven¢des ambientais e aumentando a efici€éncia na remog¢do de poluentes por
meio de uma diversidade de estruturas e mecanismos (Satpute et al., 2010). Essas moléculas
anfifilicas de origem bioldgica possuem regides hidrofilicas e hidrofébicas e apresentam menor
toxicidade e maior biodegradabilidade em comparagdo aos surfactantes sintéticos, atuando
como agentes de interface ao promoverem a miscibilidade entre fases normalmente imisciveis,
como Oleo/dgua ou ar/dgua (Silva et al., 2022).

Embora tanto os biossurfactantes quanto os bioemulsificantes formem emulsdes

estdveis, apenas os biossurfactantes t€ém a capacidade de reduzir significativamente as tensoes



superficial e interfacial (Uzoigwe et al., 2015). Essa diferenca funcional é essencial para definir
aplicagdes especificas para cada tipo de molécula (Mujumdar, Joshi e Karve, 2020).

A bioprospec¢do de bactérias capazes de degradar compostos téxicos e/ou produzir
bioemulsificantes ou biossurfactantes tem se consolidado como uma estratégia promissora no
desenvolvimento de tecnologias sustentdveis para a biorremediacdo de ambientes contaminados
por petréleo e seus derivados. Microrganismos nativos de ecossistemas impactados, como
zonas costeiras, manguezais e ambientes marinhos, frequentemente possuem adaptacdes
metabdlicas que os tornam eficientes na degradacdo de hidrocarbonetos e na sintese de
moléculas anfifflicas com potencial para aumentar a biodisponibilidade desses poluentes (Banat
et al., 2014; Sharma et al., 2024).

Considerando esse panorama, o isolamento e a caracterizacao de estirpes bacterianas
com capacidade para degradar hidrocarbonetos e produzir bioemulsificantes ou
biossurfactantes representam uma etapa essencial para ampliar as estratégias disponiveis para
descontaminac¢do de dreas impactadas por derramamentos de 6leo. Esses estudos contribuem
para a ampliagdo do conhecimento sobre a diversidade microbiana e sobre 0os mecanismos
envolvidos na degradacdo de compostos derivados do petrdleo, oferecendo bases para o
desenvolvimento futuro de solu¢des mais adequadas as particularidades de cada ecossistema
(Uzoigwe et al., 2015).

O emprego de métodos moleculares (independentes de cultivo), como a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) direcionada a genes funcionais, o sequenciamento do gene que
codifica o 16S rRNA e andlises de bioinformatica, tem contribuido significativamente para a
deteccao e identificacdo de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos em ambientes marinhos.

Diferentes estudos estimam uma vasta diversidade de microrganismos que carregam
genes chave, como alkB, ladA, rhd e pahE, que codificam enzimas envolvidas na oxidagdo
inicial de alcanos e na hidroxilagcdo de anéis aromaticos de HPA. A distribuicao desses genes
reflete adaptacdes metabdlicas a diferentes condi¢cbes ambientais, como variacdes de
temperatura, salinidade e disponibilidade de substratos (Cébron et al., 2008; Liu et al., 2015;
Liang, Huang e Wang, 2019b).

Abordagens moleculares, combinadas a métodos clédssicos (dependentes de cultivo)
como enriquecimento e cultivo em diferentes meios de cultura, ndo apenas ampliam a eficiéncia
da bioprospecc¢ao em ambientes complexos como os sistemas marinhos, mas também fornecem
subsidios fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de biorremediacdo mais

direcionadas, adaptadas as condicdes locais e apoiadas na selecdo de bioindicadores
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microbianos baseados em genes funcionais, permitindo um monitoramento ambiental mais

preciso e preditivo (Song et al., 2021; Carlos et al., 2023; Rojas-Vargas et al., 2024).



11

2. JUSTIFICATIVA

Derramamentos de petréleo em ambientes marinhos configuram uma forma altamente
impactante de polui¢do ambiental, ameacando ndo apenas a integridade dos ecossistemas
aquaticos, mas também a economia e a saude publica. Entre os componentes do petréleo, os
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA) se destacam por seu elevado potencial toxico,
mutagénico e carcinogénico, além de sua alta persisténcia e capacidade de bioacumulagdo nos
organismos e nas cadeias tréficas.

Diante desse desafio, a biorremediacdo microbiana surge como uma alternativa
sustentdvel, econdmica e ambientalmente segura para mitigar os efeitos desses poluentes. Em
especial, bactérias degradadoras de hidrocarbonetos desempenham papel fundamental nesse
processo, convertendo compostos toxicos em substancias potencialmente menos nocivas por
meio de suas vias metabdlicas especializadas.

A 1identificagdo de estirpes bacterianas com capacidade para degradar HPA e/ou
produzir bioemulsificantes e biossurfactantes € um passo essencial rumo ao desenvolvimento
de estratégias de descontaminacdo mais eficazes e adaptadas as condicdes naturais dos
ambientes afetados. A integracdo entre abordagens moleculares avancadas e métodos classicos
de enriquecimento e cultivo tem ampliado significativamente o potencial de descoberta e
caracterizacdo desses microrganismos, favorecendo ndao apenas acdes de remediacdo, mas
também o aperfeicoamento de estratégias de biomonitoramento em ecossistemas marinhos
vulneraveis a contaminacao por hidrocarbonetos.

Assim, este estudo se justifica pela relevancia cientifica e ambiental de identificar e
caracterizar bactérias com potencial biotecnoldgico, capazes de atuar tanto na biorremediacao
quanto no monitoramento de dreas impactadas por petréleo. Além de contribuir para o avanco
do conhecimento na drea, esse trabalho visa promover solugdes sustentdveis e tecnologicamente
vidveis, alinhadas aos desafios globais de preservacdo ambiental e desenvolvimento

sustentavel.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo identificar e caracterizar estirpes bacterianas
degradadoras de naftaleno e/ou produtoras de bioemulsificantes/biossurfactantes a partir de oito
praias do estado do Rio de Janeiro, para selecionar grupos com potencial para aplicacdo em

estratégias de biorremediacao e biomonitoramento ambiental.

3.1 Objetivos especificos

1. Isolar estirpes bacterianas degradadoras e/ou tolerantes ao naftaleno, provenientes de
amostras de 4gua do mar coletadas em oito praias do estado do Rio de Janeiro;

2. Identificar molecularmente as estirpes isoladas, através do sequenciamento de amplicons do
gene que codifica o 16S rRNA por Sanger;

3. Avaliar o potencial das estirpes isoladas quanto a produ¢do de moléculas com potencial
emulsificante através de ensaios in vitro;

4. Avaliar potencial de producdo de biossurfactantes pelas estirpes com atividade emulsificante
detectada, utilizando os testes de colapso da gota e deslocamento de 6leo como indicadores de
atividade tensoativa;

5. Avaliar a capacidade das estirpes isoladas quanto a degradacdo de naftaleno — modelo de
HPA —, através de ensaios in vitro;

6. Detectar a presenca de genes funcionais relacionados a degradacdo de HPA, através de PCR,
em estirpes que apresentaram resultado positivo no teste de degradacdo de naftaleno;

7. Utilizar os dados obtidos, bem como o padrao de distribui¢do dos gé€neros bacterianos nas
oito diferentes praias, para selecionar estirpes com potencial para aplicagcdo futura em processos
de biorremediacdo e biomonitoramento de ambientes marinhos impactados por contaminagao

por HPA.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem de agua marinha

Foram coletadas amostras de 4gua marinha em oito diferentes praias do estado do Rio
de Janeiro (Tabela 1). Em cada local de coleta, foi obtido 1 L de 4gua em frasco estéril, a uma
profundidade entre 10 e 30 cm da superficie. As temperaturas da dgua e do ar foram medidas
no momento da amostragem utilizando um termOmetro. A salinidade e o pH foram
determinados com auxilio de um medidor portatil (Mettler Toledo-Inlab, Leicester, Reino

Unido).

Tabela 1 — Dados de localizagdo das oito praias estudadas e respectivas datas de coleta.

Praia Cidade Coordenadas Data de coleta
geograficas
Arpoador (ARP) Rio de Janeiro - RJ 22°59'15,4"S Marc¢o 2022
43°12'00,1"W
Grumari (GRU) Rio de Janeiro - RJ 23°02'52,7"S Margo 2022
43°31'17,6"W
Itacuruca (ITA) Mangaratiba - RJ 22°55'50.9"S Junho 2022
43°54'44.0"W
Sahy (SAH) Mangaratiba - RJ 22°5628.9"S Junho 2022
44°0029.8"W
Vermelha (URC) Rio de Janeiro - RJ 22°5724.1"S Agosto 2022
43°09'54.0"W
Itaipuacu (MAR) Marica - RJ 22°58'13.0"S Setembro 2022
43°00'40.4"W
Ferradura (BUZ) Bizios - RJ 22°46'05.8"S Novembro 2022
41°53'08.3"W
Itaipu (NIT) Niter6i - RJ 25°58'19.8"S Dezembro 2022
43°02'43.6"W

4.2 Montagem de microcosmos para enriquecimento de bactérias degradadoras e/ou
tolerantes a naftaleno

A partir das amostras coletadas, foram utilizados frascos estéreis de 50 mL para a
montagem de microcosmos em triplicata, contendo 25 mL de dgua do mar e 0,025 g (0,1%) de
naftaleno (Sigma-Aldrich, Milwaukee, Estados Unidos), utilizado como HPA. Os frascos foram
posicionados horizontalmente, cobertos com papel laminado para evitar exposicdo a luz e
mantidos sob agitacdo constante durante 14 dias a temperatura ambiente (entre 20 e 30 °C),

para enriquecimento de bactérias capazes de tolerar e/ou degradar o naftaleno.
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4.3 Isolamento de bactérias marinhas degradadoras e/ou tolerantes a naftaleno

Ap06s 14 dias de incubagao, foram coletadas aliquotas das triplicatas dos microcosmos,
obtendo-se 1 mL da 4gua enriquecida correspondente a cada praia. Em seguida, foram
realizadas dilui¢des seriadas (107" a 107*) em solucao salina estéril a 0,85%. As dilui¢des foram
semeadas (0,1 mL) em placas contendo Agar Marinho (Difco) e incubadas por 72 horas a 34
°C. As coldnias obtidas a partir de cada amostra foram selecionadas com base em caracteristicas

morfoldgicas, como cor, tamanho e formato, para o isolamento das estirpes bacterianas.

4.4 Identificacao das estirpes isoladas

O DNA gendmico de todas as estirpes isoladas foi extraido utilizando o kit
Fungal/Bacterial Miniprep (Zymo Research, Califérnia, Estados Unidos), conforme o protocolo
do fabricante. O gene que codifica o 16S rRNA de cada estirpe foi amplificado por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) com os iniciadores PA (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e
PH (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) (Massol-Deya et al., 1995). O protocolo de
amplificacdo consistiu em uma desnaturagdo inicial de 3 min a 95 °C, seguida de 35 ciclos de
1 min a 95 °C (desnaturagdo), 30 s a 48 °C (anelamento) e 2 min a 72 °C (extensdo), com uma
extensao final de 6 min a 72 °C.

Para a identificacdo molecular, produtos de PCR foram purificados utilizando o kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Corporation, Madison, Estados Unidos),
seguindo as instrugdes do fabricante. Um minimo de 10 ng/uL de cada amostra purificada foi
empregado no sequenciamento Sanger (SeqStudioTM — Applied Biosystems — Thermo Fisher),
utilizando o iniciador 515F (5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) (Caporaso et al., 2011)
pela Plataforma de Sequenciamento de DNA (PSEQDNA) do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho — UFRIJ.

Para a classificacdo taxonOmica, as sequéncias obtidas no sequenciamento Sanger
foram comparadas com o banco de dados GenBank por meio da ferramenta BLASTN do NCBI,

considerando valores minimos de 99% de cobertura e 98% de identidade.

4.5 Teste de degradacao de naftaleno

As estirpes isoladas foram cultivadas em meio Tryptic Soy Broth (TSB, Difco) a 34
°C por 48 horas. Em seguida, 1 mL do cultivo foi centrifugado a 13.000 x g por 15 minutos, e
o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado duas vezes com solucao salina estéril a
0,85%, e posteriormente adicionado ao meio Bushnell Haas suplementado com 3,5% de NaCl,

em placas de 24 pocos. O naftaleno 99% (Sigma—Aldrich) foi utilizado como unica fonte de
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carbono. Foram preparados controles negativos, sem células bacterianas, e o crescimento

microbiano foi avaliado comparando-se a turbidez do meio com a do controle negativo.

4.6 Teste de emulsificacao

As estirpes isoladas foram cultivadas em meio TSB a 34 °C por 48 horas. Apds o
cultivo, 1 mL da suspensao foi centrifugado a 13.000 x g por 15 minutos, e o sobrenadante foi
transferido para tubos de 2 mL contendo 1 mL de hexadecano. A mistura foi agitada em vortex
por 2 minutos em alta velocidade, e o indice de emulsificagdo (E24) foi calculado como a
porcentagem da altura da camada emulsificada (mm) dividida pela altura total do liquido, apds
24 horas em repouso a temperatura ambiente (Cooper e Goldenberg, 1987).

O teste foi realizado em triplicata, e amostras com valor médio de Ez4 igual ou superior
a 40% foram consideradas positivas, sendo selecionadas para os testes de colapso da gota e

deslocamento de dleo.

4.7 Testes de colapso da gota e deslocamento de 6leo

Para o teste de colapso da gota, as estirpes foram cultivadas em meio TSB a 34 °C por
48 horas. Apo6s centrifugacdo (13.000 x g por 15 minutos), 10 uL. do sobrenadante livre de
células foi depositado sobre uma lamina de vidro recoberta com 6leo cru. Como controle
positivo, foram utilizados 10 uL de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10%, e como controle
negativo, 10 uL de dgua destilada. O teste foi considerado positivo para a producdo de
biossurfactantes quando o didmetro da gota espalhada, medido com régua milimetrada, excedeu
em pelo menos 1 mm o didmetro observado no controle negativo (Jain et al., 1991).

Para o teste de deslocamento de 6leo, adicionou-se uma gota de 6leo cru a 25 mL de
dgua destilada em uma placa de Petri, e 10 uLL do sobrenadante livre de células foi aplicado
sobre a camada de 6leo. O ensaio foi considerado positivo quando houve deslocamento do dleo,
formando uma zona clara, indicando a presenca de biossurfactante. Foram utilizados 4gua
destilada e SDS a 10% como controles negativo e positivo, respectivamente (Morikawa, Hirata

e Imanaka, 2000).

4.8 Amplificacao de genes relacionados a degradacio de HPA

Diferentes reacdes de PCR foram realizadas com iniciadores relacionados a
degradacdo de HPA, sendo: pahEIF (5-TGCGGCGGGTGTNAAYGGNA-3’) /pahEIR (5°-
CCTGAGGAATCTCCCTGAGGAACTCGGACATYTSTGCCCARAAGGACATYTSTGC
CCARAA-3’) para Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria; pahE2F  (5°-
AGCATGGGAACKYTKGGNGA-3’) /pahE2R (5-TTTGGCGGTVACVACYTG-3’) para
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Alphaproteobacteria ~ (Liang, Huang e  Wang, 2019a); Rhd GN-F (5-

GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA-3’) /Rhd GN-R (5°-
AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGT-3’) para bactérias gram-negativas e Rhd GP-F
(5’-CGGGAACACGGTGCCRTGDAT RAA-3’) /Rhd GP-R (5-

GGGGAACACGGTGCCRTGDAT-3") para bactérias gram-positivas (Cébron et al., 2008). Os
iniciadores pahE amplificam o gene pahE, que codifica enzimas envolvidas na oxida¢do inicial
dos anéis aromadticos durante a degradacdo de HPA, enquanto os iniciadores Rhd amplificam
genes rhd que codificam dioxigenases do tipo Rieske, associadas as etapas iniciais da
degradacdo aerdbia de hidrocarbonetos aromaticos. As condi¢des de amplificacdo foram as

mesmas descritas para a identificacio das estirpes isoladas (item 4.4).

5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas das areas de amostragem

As caracteristicas fisico-quimicas dos oito locais de coleta estdo descritas na Tabela 2.
A salinidade da dgua variou entre 3,0% em NIT e 3,5% em ARP. O valor de pH foi 8 para as
amostras provenientes de MAR e NIT, enquanto nas demais praias o pH foi igual a 7. A menor
temperatura do ar registrada ocorreu na URC, atingindo 17 °C, ao passo que a maior
temperatura foi observada em GRU, com 32 °C (Tabela 2). Durante o periodo de amostragem,
todas as praias foram classificadas como préprias para banho, de acordo com os dados de
balneabilidade divulgados pelo Instituto Estadual do Ambiente do Rio de Janeiro (INEA).

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas da d4gua do mar, registradas no momento da coleta de dgua, incluindo
temperatura da dgua e do ar, salinidade e pH.

Praia (cédigo) Temperatura | Temperatura pH Salinidade (%)
da agua (°C) | doar (°C)
Arpoador (ARP) 24 28 7 3,5
Grumari (GRU) 26 32 7 3,4
Itacurucd (ITA) 23 24 7 3,2
Sahy (SAH) 23 23 7 33
Vermelha (URC) 22 17 7 3,1
ITtaipuacu (MAR) 23 25 8 3,1
Ferradura (BUZ) 21 21 7 3,2
Ttaipu (NIT) 26 29 8 3,0

5.2 Isolamento e identificacao de estirpes bacterianas

ApO6s a incubacdo dos microcosmos contendo naftaleno a temperatura ambiente por 14
dias, foram obtidos 231 isolados, correspondendo a um minimo de 27 estirpes por amostra de
dgua. A identificacdo molecular indicou que as bactérias isoladas pertenciam a 35 gé€neros
distintos, dos quais: 13 géneros foram encontrados em ARP, 11 géneros em ITA e SAH, 10

géneros em GRU e MAR, 9 géneros em NIT, 8 géneros em BUZ e 5 géneros em URC (Figura
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3). Todas as sequéncias bacterianas foram depositadas no Sequence Read Archive

(SUB13695071) do banco de dados NCBI.

URC SAH NIT MAR ITA GRU BUZ ARP

Alveromonas sp.
Mesaflavibacter sp.
Muricanda sp.

Psendooceanicola sp.

Salipiger sp, 16
Celeribacter sp.
10.7
Actibecterinm sp
Algoriphagns sp.
goriphagns sp 533
Awrantiacibacter 5P,
Cytabacillns sp, 1]

Danghicela sp.
Ervtivobacter sp.
Frondibacter sp.
Halopserdomonas sp.
Teliomraring sp.
Mavinobacrer sp.
Marivivens sp.
Merelella sp.
Micvobacrerium sp.
Micrococcus sp.
Nocardioides sp.
Nenosphingobinm sp.
Creeanicola sp.
Phaeobacter sp.
Folartbacter sp.
Roseibacteritim sp.
Raseivirga sp.
Sagittula sp.
Shimia sp.
Thalassobins sp.
Thalassespira sp.
Thioclava sp.
Tritenibacter sp.
Tropicibacter sp.
Tropicimonas sp.
Figura 3 — Mapa de calor representando a abundancia de cada estirpe bacteriana isolada nas oito praias estudadas.
Cores mais quentes (tons de amarelo) representam maior abundancia e cores mais frias (tons de roxo) representam
menor abundancia de estirpes. O indice de similaridade de Bray—Curtis foi aplicado para avaliar a proximidade

entre as comunidades bacterianas dos diferentes locais de amostragem, permitindo visualizar padrdes de
distribuicdo e ocorréncia entre as dreas costeiras estudadas.

Conforme mostrado na Figura 3, alguns géneros foram isolados apenas em poucas

amostras de agua. Por exemplo, Frondibacter sp., Novosphingobium sp., Tropicimonas sp. €



18

Idiomarina sp. foram encontrados somente em ARP. Aurantiacibacter sp. e Cytobacillus sp.
foram isolados exclusivamente em ITA. Algoriphagus sp. foi detectado em MAR e NIT. SAH
e ITA foram as tnicas praias onde Marinobacter sp., Shimia sp. € Phaeobacter sp. foram
encontrados. Oceanicola sp. e Polaribacter sp. apareceram apenas em URC. J4 os géneros
Micrococcus sp., Thalassospira sp. € Roseibacterium sp. foram isolados apenas em NIT (Figura
3).

Por outro lado, estirpes pertencentes a determinados géneros foram encontrados em
pelo menos metade das praias estudadas: Mesoflavibacter sp. € Muricauda sp. estavam
presentes em sete praias (exceto URC); Alteromonas sp. foi detectado em 7 das 8 dreas
analisadas (nfo encontrado em ITA); Salipiger spfoi encontrado em 5 praias (exceto ITA, NIT
e URC); Pseudooceanicola sp. foi encontrado em ARP, BUZ, GRU, ITA e URC; e Celeribacter
sp. foi detectado em 4 praias (ARP, ITA, NIT e URC) (Figura 3).

5.3 Teste de degradacao de naftaleno e amplificacdo de genes associados a degradacio de
HPA

Dezessete estirpes apresentaram resultado positivo no teste de degradacdo de
naftaleno, sendo estas pertencentes aos géneros Salipiger, Pseudooceanicola, Alteromonas,

Marinobacter, Cytobacillus, Micrococcus, Microbacterium e Halopseudomonas (Tabela 3).

Figura 4 — Exemplo de resultado do experimento de degradacdo de naftaleno (adaptado de Santaren, 2025).

Legenda: RP: resultado positivo para o teste.

Com base na identificagdo das estirpes que demonstraram potencial para degradar o
naftaleno, foram selecionados iniciadores especificos para a amplificacio de genes
relacionados a degradacao de hidrocarbonetos. Como as bactérias Cytobacillus (ITA 30 e ITA

34), Micrococcus (NIT 15) e Microbacterium (SAH 15) sdo gram-positivas, foi utilizado o
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iniciador Rhd GP. J4 as demais estirpes, como pertencem a géneros constituidos de bactérias
gram-negativas, foi empregado o iniciador Rhd GN.

Além disso, para Proteobacteria, também foram utilizados iniciadores mais
especificos: o iniciador pahE?2 foi aplicado para Alphaproteobacteria — Salipiger (ARP 20 e
SAH 13) e Pseudooceanicola (BUZ 2); enquanto o iniciador pahEl foi direcionado as
Gammaproteobacteria — Halopseudomonas (SAH 29), Alteromonas (ARP 24, GRU 12, URC
28) e Marinobacter (ITA 10, ITA 20, ITA 29, SAH 14, SAH 27, SAH 32).

A amplificag¢@o por PCR dos genes associados a degrada¢dao de HPA revelou que 8 das

17 estirpes testadas apresentaram resultados positivos para a presenca desses genes (Tabela 3).

5.4 Testes de emulsificacdo, deslocamento de dleo e colapso de gota

Dentre as 231 estirpes analisadas, 18 apresentaram indice de emulsificacao (E24)
variando entre 40 e 72,1% (Tabela 3). Essas estirpes pertencem aos géneros Idiomarina,
Alteromonas, Roseivirga, Marinobacter, Cytobacillus, Celeribacter e Pseudooceanicola.

Os maiores valores de emulsificacdo foram observados nas estirpes dos géneros
Idiomarina sp. (ARP 22) e Alteromonas sp. (BUZ 8, URC 28 e URC 30), com indices
superiores a 69% (Tabela 3). Entre as 18 estirpes avaliadas, seis apresentaram resultados
positivos tanto no teste de colapso de gota quanto no de deslocamento de O6leo:
Pseudooceanicola sp. (ARP 21), Idiomarina sp. (ARP 22), Alteromonas sp. (ARP 24),
Roseivirga sp. (GRU 24), Marinobacter sp. (ITA 27) e Cytobacillus sp. (ITA 30) (Tabela 3).

Por fim, as estirpes Pseudooceanicola sp. (BUZ 2), Cytobacillus sp. (ITA 30 e ITA
34) e Alteromonas sp. (ARP 24 e URC 28) demonstraram potencial para degradar naftaleno e

para produzir bioemulsificantes e/ou biossurfactantes (Tabela 3).

Tabela 3 — Estirpes bacterianas apresentando resultados positivos para degradacao de naftaleno e/ou emulsificacao

de hexadecano (E24 maior ou igual a 40%). Legenda: Negativo (-); Positivo (+), Ndo testado (Nt).

Cadigo Praia Género Teste de E24 Teste de PCR
da degradacio média deslocamento de
estirpe 6leo e colapso da
gota

ARP 20 | Arpoador Salipiger sp. + - Nt +
ARP 21 Arpoador Pseudooceanicola sp. - 58,3% + Nt
ARP 22 | Arpoador Idiomarina sp. - 70,6% + Nt
ARP 24 | Arpoador Alteromonas sp. + 40% + -
ARP 29 | Arpoador Celeribacter sp. - 60% - Nt
ARP 31 Arpoador Alteromonas sp. - 59% - Nt
BUZ 1 Ferradura Alteromonas sp. - 66,3% + Nt




20

BUZ2 Ferradura Pseudooceanicola sp. + 58% - -
BUZ 8 Ferradura Alteromonas sp. - 69,3% + Nt
GRU 12 | Grumari Alteromonas sp. + - Nt -
GRU 24 | Grumari Roseivirga sp. - 50,4% + Nt
ITA 10 Itacuruca Marinobacter sp. + - Nt +
ITA 20 Itacuruca Marinobacter sp. + - Nt -
ITA 25 Itacurucd Marinobacter sp. - 61,6% - Nt
ITA 27 Itacurucd Marinobacter sp. - 52,9% + Nt
ITA 28 Itacuruca Marinobacter sp. - 59,3% - Nt
ITA 29 Itacuruca Marinobacter sp. + - Nt -
ITA 30 Itacurucd Cytobacillus sp. + 67% + +
ITA 34 Itacuruca Cytobacillus sp. + 61% - +
NIT 15 Itaipu Micrococcus sp. + - Nt -
SAH 13 | Sahy Salipiger sp. + - Nt -
SAH 14 | Sahy Marinobacter sp. + - Nt +
SAH 15 | Sahy Microbacterium sp. + - Nt -
SAH 27 | Sahy Marinobacter sp. + - Nt -
SAH 29 | Sahy Halopseudomonas sp. + - Nt +
SAH 32 | Sahy Marinobacter sp. + - Nt +
SAH 33 Sahy Marinobacter sp. - 48,5% - Nt
URC 27 Vermelha Celeribacter sp. - 63,4% - Nt
URC 28 | Vermelha Alteromonas sp. + 71% - +
URC 30 | Vermelha Alteromonas sp. - 72,1% - Nt

Figura 5 — Exemplos de resultados dos experimentos descritos no topico 5.4: a. Teste de emulsificagdo; b. Teste

de deslocamento de 6leo; c. Teste do colapso da gota (adaptado de Santaren, 2025). Legenda: CP: controle

positivo; CN: controle negativo; RP: resultado positivo para o teste.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisadas amostras de 4gua coletadas em oito praias do estado do
Rio de Janeiro, buscando isolar e caracterizar bactérias com capacidade de tolerar e/ou degradar
o naftaleno — modelo de HPA, incluindo aquelas produtoras de bioemulsificantes ou
biossurfactantes. As praias amostradas pertencem a diferentes regides da costa fluminense,
sendo que as mais distantes entre si, SAH e BUZ, encontram-se separadas por
aproximadamente 160 quilometros.

Nos locais amostrados, a salinidade variou entre 3,0 % e 3,5%, e o pH apresentou
valores neutros a levemente alcalinos (7-8), condi¢des compativeis com a atividade de bactérias
marinhas degradadoras de hidrocarbonetos. Segundo Das e Chandran (2011), a presenca de
microrganismos com capacidades metabdlicas adequadas, combinada com nutrientes, oxigénio
e pH favordvel (entre 6 e 9), € essencial para manter taxas Otimas de crescimento e
biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo. Em experimentos com microcosmos contendo
dgua do mar, observou-se que géneros frequentemente envolvidos na degradacdo de
hidrocarbonetos, como Marinobacter, predominam em salinidades em torno de 4 %, ao passo
que variagdes extremas de salinidade tendem a afetar negativamente o metabolismo microbiano
(Martins e Peixoto, 2012; Jurelevicius et al., 2013). Assim, os dados de salinidade e pH
observados nas praias estudadas sugerem que essas condi¢des sdo favordveis para a presenca e
atuacdo de microrganismos com potencial de biorremediacao de hidrocarbonetos.

A aplicacdo de processos de biorremediacdo tem sido considerada em diferentes
contextos como uma alternativa ecoldgica em potencial para lidar com os efeitos de
derramamentos de 6leo (Gogoi et al., 2025). Diversas bactérias tém sido amplamente estudadas
por seu papel essencial na degradacdo de compostos derivados do petréleo, ja que muitas
estirpes bacterianas de diversas espécies possuem vias metabdlicas capazes de utilizar
hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia, promovendo a remog¢do natural desses
poluentes em ambientes contaminados (Martinez-Rivera e Cardona-Gallo, 2021; Prartono et
al., 2022).

A deteccdo de dezessete estirpes com potencial para a degradacdo de naftaleno,
pertencentes aos gé€neros Salipiger, Pseudooceanicola, Alteromonas, Marinobacter,
Cytobacillus, Micrococcus, Microbacterium e Halopseudomonas, indica que tanto
microrganismos tradicionalmente conhecidos pela degradacio de HPA quanto grupos menos

estudados podem contribuir para a remoc¢ao de compostos aromdticos em ambientes marinhos.
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Alteromonas, Marinobacter, Micrococcus e Microbacterium sao géneros cujas
estirpes tém demonstrado potencial para degradar HPA, com evidéncias tanto em andlises
gendmicas quanto em experimentos realizados em ecossistemas marinhos contaminados.
Estudos mostram que essas bactérias podem atuar em diferentes fragdes de HPA, contribuindo
para a reducdo de poluentes em sedimentos costeiros ou até mesmo ambientes hipersalinos. A
combinacdo de dados gendmicos e testes de degradacdo in vitro reforca seu potencial
metabdlico e sugere que essas estirpes podem ser componentes importantes de consércios
microbianos voltados a mitigacdo de hidrocarbonetos aromdticos em ambientes marinhos
(Sheng et al., 2009; Ifeanyi e Thenatuoha, 2011; Jin et al., 2012; Ahmad et al., 2021; Fan et al.,
2022; Jamal, 2022; Logeshwaran et al., 2022; Iriani, Allison e Bugg, 2025).

Salipiger e Pseudooceanicola sao géneros cujas capacidades de degradar HPA ainda
sdo pouco exploradas, com poucos estudos relatando sua atuagdo em ambientes marinhos (Lai
et al., 2015; Louvado et al., 2015; Yani et al., 2020; Li et al., 2023). De forma semelhante,
Halopseudomonas e Cytobacillus apresentam evidéncias ainda mais limitadas de participag¢do
na degradacdo de HPA (Rojas-Vargas et al., 2024; Alim et al., 2025). Essa limitacdo pode estar
relacionada as recentes reclassificacOes desses géneros, que reorganizaram espécies
anteriormente atribuidas aos géneros Pseudomonas e Bacillus, respectivamente (Patel e Gupta,
2020; Rudra e Gupta, 2021). Apesar do potencial indicado, sdo necessdrios mais estudos
experimentais e gendmicos para melhor compreender a capacidade desses géneros na
degradacao de HPA em ecossistemas marinhos.

Os resultados positivos observados tanto no ensaio fenotipico de degradacdo de
naftaleno quanto na PCR sdo consistentes com a literatura e indicam que essas estirpes
apresentam vias metabdlicas bem definidas para a degradacao de HPA. Estudos com Salipiger
demonstram que espécies desse género, isoladas de consoércios enriquecidos com HPA,
possuem ndo apenas a capacidade funcional de degradar compostos arométicos, mas também
evidéncias genéticas dessa atividade, com a identificacio de genes envolvidos nas etapas
iniciais da oxida¢@o do anel aromatico (Li et al., 2023).

De forma semelhante, espécies de Marinobacter sao amplamente descritas como
portadoras de clusters génicos do tipo nah e pah, associados a codificacdo de dioxigenases
responsaveis pela ativagdo do naftaleno, enquanto Alteromonas tem sido apontada como um
género-chave na biodegradacdo de HPA em ambientes marinhos, com deteccao consistente de
genes de dioxigenases e atividade degradadora tanto in vifro quanto em condi¢des ambientais

(Jin et al., 2012; Wang et al., 2017).
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Por outro lado, a ocorréncia de degradacdo in vitro em estirpes que ndo apresentaram
amplificacdo por PCR é compativel com o que tem sido descrito na literatura. Marcadores
funcionais como pahE sdo amplamente utilizados, porém ndo abrangem toda a diversidade
genética envolvida na degrada¢do de HPA, de modo que variacdes nas sequéncias génicas
podem impedir o pareamento adequado dos iniciadores e resultar em falsos negativos. Além
disso, alguns microrganismos podem utilizar enzimas ou vias metabodlicas alternativas para
degradar o naftaleno, que ndo sio detectadas pelos iniciadores empregados neste estudo, o que
explica a discordancia entre os resultados fenotipicos e moleculares observados (Liang et al.,
2019a; Vogel et al., 2024).

Além da degradacdo de hidrocarbonetos, a producdo de bioemulsificantes e
biossurfactantes por microrganismos € fundamental na biorremediacdo, pois amplia a
biodisponibilidade de poluentes hidrofobicos e favorece sua remocdo de ambientes
contaminados (Sharma, Lavania e Lal, 2021).

Nesse sentido, os gé€neros Marinobacter, Alteromonas, Cytobacillus e
Pseudooceanicola também apresentaram resultados positivos no teste de emulsificagdo, com
indices variando entre 40 e 72%. Na literatura, hd evidéncias que reforcam potencial de
producdo de bioemulsificantes e biossurfactantes de estirpes pertencente aos trés primeiros
géneros (Dikit, Maneerat e Saimmai, 2019; Concérdio-Reis et al., 2021; Kalumbe e Pawar,
2025). Contudo, para Pseudooceanicola, ainda ndo ha relatos disponiveis sobre a producao
desses compostos, tornando relevante a investigacdo de estirpes pertencentes a esse género,
como das estirpes ARP 21, que demonstrou atividade emulsificante, e BUZ 2, que além de
produzir, também apresentou resultado positivo no teste de degradacdo de naftaleno.

A frequéncia de estirpes pertencentes a determinados gé€neros bacterianos entre as
praias analisadas, mesmo diante da distancia geogréfica entre os pontos de coleta, revela um
padrdo ecoldgico relevante. A presenga de Alteromonas, Salipiger € Pseudooceanicola em
diferentes locais indica que esses microrganismos possuem ampla distribuicdo em ambientes
marinhos costeiros, conseguindo persistir em condicdes tipicas desse ecossistema. Essa
recorréncia, aliada ao potencial de degradacdo de HPA e a habilidade de produzir
bioemulsificantes e biossurfactantes observada em algumas estirpes, como a BUZ 2 e a ARP
24, sugere que esses grupos microbianos podem desempenhar papel importante na atenuacio
natural desses compostos em ecossistemas marinhos.

Embora nio tenham apresentado atividade nos testes realizados neste estudo, estirpes
pertencentes aos géneros Mesoflavibacter e Muricauda foram detectadas em sete das oito praias

amostradas, indicando ampla distribuicdo nos ambientes marinhos estudados. Evidéncias na
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literatura mostram que estirpes desses géneros podem possuir genes funcionais relacionados a
degradacao de hidrocarbonetos, incluindo compostos arométicos, e ja foram associadas a locais
impactados por derramamentos de 6leo, como observagdes na costa europeia e em amostras do
Rio de Janeiro contaminadas com heptadecano e petréleo bruto (Jurelevicius et al., 2013;
Acosta-Gonzadlez et al., 2015; Peeb et al., 2022).

A ampla distribuicdo de géneros como Alteromonas, Salipiger, Pseudooceanicola,
Mesoflavibacter e Muricauda nas praias estudadas, aliada ao potencial de degradacdo de HPA
e a capacidade de produzir bioemulsificantes ou biossurfactantes neste estudo ou relatado na
literatura, sugere que esses microrganismos ndo apenas desempenham papel funcional
importante em ecossistemas marinhos, mas também apresentam caracteristicas que os tornam
relevantes na selecdo de possiveis indicadores de contaminagdo. A frequéncia elevada desses
géneros favorece a deteccdo de respostas microbianas tipicas da exposic¢ao a hidrocarbonetos,
como alteracdes na abundancia relativa, mudangas na estrutura da comunidade e aumento na
expressao de genes associados a degradacdo (Rahmati et al., 2022), indicando que podem ser
considerados candidatos promissores para estudos voltados a identificacdo de potenciais
biomarcadores em programas de biomonitoramento ambiental.

A partir dessa perspectiva, o biomonitoramento microbiano tem sido reconhecido
como uma abordagem sensivel para a avaliagdo de contaminagdo por petréleo, uma vez que
comunidades bacterianas respondem rapidamente a presenca de hidrocarbonetos por meio de
alteracoes na composi¢do taxondOmica, na abundancia relativa de grupos funcionais e na
expressao de genes associados a degradacao. Diferentemente de parametros fisico-quimicos
pontuais, essas respostas bioldgicas refletem tanto a exposi¢do quanto o impacto ecolégico dos
contaminantes ao longo do tempo, tornando os microrganismos indicadores eficientes de
pressdo ambiental em ecossistemas aqudticos e marinhos (Kumar et al., 2024; Liu et al., 2024).

Sob esse enfoque, a recorréncia de gé€neros como Alteromonas, Salipiger e
Pseudooceanicola em diferentes praias analisadas neste estudo reforca seu potencial como
bioindicadores de contaminacao por petréleo. Esses grupos sao frequentemente descritos como
bactérias oportunistas, capazes de responder rapidamente ao enriquecimento por
hidrocarbonetos, apresentando aumento significativo de abundancia em ambientes impactados
por 6leo. Assim, variacdes espaciais e temporais na ocorréncia desses géneros tém sido
associadas ao grau de impacto ambiental e a dindmica de recuperagdo de ecossistemas costeiros,
refletindo processos de pressdo e atenuacdo natural relacionados a poluicdo por petrdleo

(Rahmati et al., 2022; Liu et al., 2024; Bayatian, Pourbabaee e Amoozegar, 2025).
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Além disso, a associacdo entre a capacidade de degradacdo de HPA, a producdo de
bioemulsificantes e a ampla distribuicdo geogréfica observada em algumas estirpes sugere que
esses microrganismos podem atuar ndo apenas como agentes de atenuagdo natural, mas também
como ferramentas de biomonitoramento funcional. A detec¢d@o recorrente desses grupos, aliada
a identificacdo de respostas metabodlicas especificas, permite inferir tanto a presenca de
hidrocarbonetos quanto o estado funcional do ecossistema, fornecendo informagdes relevantes
para programas de monitoramento ambiental baseados em indicadores bioldgicos e para a
avaliagdo da eficécia de estratégias de biorremediacao (Martins, Costa e Bianchini, 2023; Pérez-
Véazquez et al., 2024).

O destaque para as estirpes Pseudooceanicola sp. BUZ 2 e Alteromonas sp. ARP 24 e
URC 28, que combinaram o potencial de degradacdo de hidrocarbonetos com a producao de
emulsificantes, reforca a relevincia desses isolados como candidatos promissores para
estratégias de biorremediacdo. Essa capacidade de degradar compostos hidrofébicos e aumentar
sua biodisponibilidade € especialmente vantajosa em ambientes marinhos, onde a dispersao dos
poluentes € influenciada por uma série de fatores fisico-quimicos complexos, como salinidade,
temperatura, turbuléncia, pressdo e presenca de particulas em suspensdo, que afetam a
solubilidade e a disponibilidade dos hidrocarbonetos para degradacdo microbiana (Das e
Chandran, 2011).

A caracterizacdo das estirpes neste estudo representa, portanto, um avango
significativo na investigacdo da diversidade microbiana marinha associada a degradacdo de
HPA e produc¢do de bioemulsificantes/biossurfactantes. A partir desse estudo foi selecionada
uma colecdo de culturas com potencial biotecnoldgico para futuras investigacdes e aplicacdes
em estratégias de biorremediacdo e biomonitoramento, particularmente em regides tropicais

sujeitas a contaminagdo por petrdleo e seus derivados.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que diferentes géneros demonstraram
potencial para a degradacdo de HPA ou para a producdo de biossurfactantes e/ou
bioemulsificantes, com alguns se destacando de forma particularmente interessante.
Alteromonas, Pseudooceanicola e Salipiger apresentaram ampla distribui¢do nas praias
estudadas e desempenhos relevantes diante dos hidrocarbonetos avaliados. Entre eles, estirpes
de Alteromonas e Pseudooceanicola mostraram capacidade consistente de associar a
degradacdo de HPA a producdao de compostos dispersantes, enquanto Salipiger contribuiu de
maneira expressiva pela eficiéncia na degradacdao de HPA. Esses resultados reforcam o papel
estratégico desses grupos microbianos na atenuacdo de poluentes hidrofébicos em ambientes
marinhos. Assim, esse estudo contribui para a formacdo de uma cole¢do de culturas com valor
biotecnolégico e colabora para futuras pesquisas que explorem sua aplicacdo para a
biorremediacdo e biomonitoramento de ambientes marinhos, que representam estratégias
sustentdveis de mitigacao de impactos ambientais decorrentes de derramamentos de petrdleo e

seus derivados.
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