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RESUMO 
 

KAROLSKI, B. Metagenômica comparativa e perfil metabólico in silico de 
solos do município de Cubatão, SP. 2013. 203 f. Tese (Doutorado em 
Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2013. 
 
Cubatão, o maior polo industrial da América Latina também já foi uma das 
cidades mais poluídas do mundo. Os 30 anos de intensa atividade industrial vêm 
pressionando o meio ambiente com substâncias tóxicas e afetando gravemente 
a saúde da população. Dentre as substâncias contaminantes mais importantes 
da região estão os derivados de petróleo como benzeno, tolueno, etilbenzeno e 
xilenos. Conhecidos como BTEX, eles são produzidos e utilizados em larga 
escala e a contaminação ocorre frequentemente através de vazamentos. Nos 
solos, devido à sua solubilidade em água, essas substâncias podem se espalhar 
por longas distâncias a partir do ponto afetado contaminando locais afastados. 
Já foi comprovada a capacidade de procariotos de sobreviver em locais 
contaminados com BTEX e até utilizá-los como fonte de carbono. Os procariotos 
adaptados catabolizam os contaminantes transformando-os em substâncias 
menos tóxicas e até mesmo eliminando-os do ambiente, capacidade de grande 
interesse econômico e ambiental. Nessa linha, nossa proposta visa o estudo das 
comunidades microbianas de solos afetados e não afetados por BTEX. Para isso 
foi utilizada a metagenômica como abordagem de estudo identificando-se 
diferenças qualitativas e quantitativas nas estruturas microbianas de três 
diferentes locais do município de Cubatão, sendo um deles afetado diretamente 
por BTEX. Pelo método utilizado e aqui desenvolvido, foi possível identificar um 
panorama metabólico geral identificando-se genes relevantes e o potencial de 
degradação de hidrocarbonetos aromáticos de procariotos conhecidos e 
desconhecidos, revelando melhor o potencial metabólico dos procariotos dos 
solos identificados. Os resultados apresentados podem contribuir para um 
melhor entendimento da dinâmica in situ de uma comunidade microbiana 
afetada por BTEX assim como melhorar o conhecimento sobre a comunidade 
microbiana de um local altamente impactado como Cubatão. 
 
Palavras-chave: BTEX. Microbiologia. Compostos aromáticos. Metagenômica. 
Cubatão. 
  



ABSTRACT 
 

KAROLSKI, B. Comparative metagenomics and metabolic soil profiling in 
Cubatão County, SP. 2013. 203 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) – Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 
 
Cubatão is the largest industrial site in Latin America and was in the past one of 
the most polluted cities in the world. Thirty years of intense industrial activity has 
damaged the environment with toxic substances and has severely affected the 
inhabitants' health. Among the contaminants found in the region, the petroleum 
derivatives benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes are the most important. 
Known collectively as BTEX, they are produced and used at a large scale and 
environment contamination frequently occurs. Because it is highly soluble in 
water, when in soil BTEX can spread long distances from the original 
contamination site, thus affecting large areas. Some microorganisms are known 
to live in contaminated environments and use contaminants such as BTEX as a 
unique carbon source for energy production. They catabolize contaminants into 
less dangerous products or even eliminate them from environment, a feature 
which has great commercial and environmental interest. We therefore compared 
the microbial communities in soils which were affected and un-affected by BTEX 
contamination. For this, we used a metagenomics approach and developed a 
comparison method to identify microorganisms and degradation potential of soils 
studied. We found qualitative and quantitative differences in microbial structures 
from three different sites in Cubatão County, one of which is contaminated with 
BTEX. We constructed a metabolic overview identifying important genes, 
degradation potential and microorganisms related to BTEX degradation. The 
results presented here could contribute to understanding the in situ dynamics of 
a BTEX affected microbial community as well as improving our knowledge of the 
microbial community of Cubatão, a highly environmentally impacted place. 
 
Keywords: BTEX. Environmental microbiology. Aromatic compounds. 
Metagenomics. Cubatão. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Importância dos organismos procariotos 

Os micro-organismos procarióticos, grupo de seres vivos microscópicos, 

unicelulares e desprovidos de membrana nuclear, são a primeira e mais abundante 

forma de vida do planeta. Segundo Whitman e colaboradores, estima-se que no planeta 

existam entre 4,5x1030 e 6,4x1030 procariotos acumulando uma massa de carbono 

estimada entre 350 e 550 Pg (1 Pg= 1x1015 gramas) (WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 

1998). Esta forma de vida está espalhada pelos mais diversos ambientes no planeta 

habitando tanto locais onde há outras formas de vida quanto locais extremos como 

ambientes de gelo eterno localizados na Antártica (RIVKINA et al., 2000) e fontes 

hidrotermais nas profundezas dos oceanos com temperatura aproximada de 350 oC 

(JANNASCH; MOTTL, 1985). A grande variabilidade metabólica encontrada nos 

procariotos é uma das características que confere ao grupo a capacidade de sobreviver 

nos mais variados ambientes. A ampla gama de substâncias orgânicas e inorgânicas 

utilizadas para a produção de energia confere a capacidade de colonização e 

modificação de diferentes hábitats. A atividade procariótica também é essencial para 

diversos ciclos biogeoquímicos como os ciclos do nitrogênio, oxigênio, carbono e 

enxofre. 

Além da ubiquidade, o que por si só confere ao grupo importância ímpar, os 

procariotos são considerados o grupo mais diverso do planeta estando muito acima de 

qualquer outro grupo de seres vivos. O número de espécies de procariotos estimada 

ainda é controversa, mas está na ordem de 105 a 107 (WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 

1998). Whitman e colaboradores estimaram também a abundância dos procariotos em 

diferentes ambientes, mostrada na Tabela 1 
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Tabela 1 – Estimativa da abundância de procariotos em diferentes ambientes 

 

Ambiente 
Número de células 
procarióticas x 1028 

Ambientes aquáticos 12 

Oceano profundo 355 

Solo (superfície) 26 

Subsolo 25-250 

Total 415-640 

 
Fonte: (WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 1998). 

1.2 Histórico da classificação em procariotos 

Apesar de ser o maior grupo de seres vivos existentes, os procariotos não eram 

conhecidos até o século XVIII. Serem microscópicos, extremamente simples e não 

disporem de informações fósseis são fatores que contribuíram para esse anonimato. 

Inicialmente os organismos procariotos foram tratados como formas pleiotrópicas do 

mesmo organismo. A primeira classificação dos procariotos aconteceu nesse século a 

partir de observações morfológicas das células que levavam em consideração os 

diferentes formatos (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). 

O grande avanço no estudo dos organismos procariotos aconteceu com o 

advento da cultura in vitro no século XIX (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). Por 

meio de uma cultura pura, a morfologia tanto das células quanto das colônias pôde ser 

melhor estudada. Quando comparadas, diferenças suficientes foram observadas para 

o início de uma classificação. Os primórdios da identificação microbiana foram 

baseados em observações fenotípicas como morfologia, temperatura e pH de 

crescimento, (KAMPFER; GLAESER, 2012) e apesar de serem observações básicas, 

foram o suficiente para a criação de seis gêneros procarióticos dentro do reino Plantae 

em 1872 (SCHLEIFER, 2009). 

No final do século XIX e início do século XX, muitas publicações com a descrição 

de diversos gêneros bacterianos apareceram. Estas publicações descreviam ecologia, 

morfologia e bioquímica dos organismos identificados. Em 1909 houve a primeira 

tentativa de uma relação genealógica entre os procariotos. Outras formas de 

classificação surgiram até que em 1923 foi publicada a primeira edição do Bergey’s 

Manual a qual continha a primeira chave de identificação de procariotos (ROSSELLO-

MORA; AMANN, 2001). Esta edição e edições subsequentes deste manual tentaram 
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unificar a classificação bacteriana, que por falta de uma regra geral, contato entre os 

pesquisadores e divergências na nomenclatura, muitas vezes acabava por identificar 

com nomes diferentes um mesmo procarioto. Exemplo disso foi o caso da 

Pseudomonas stutzeri que também era classificado como Bacillus denitrificans II em 

1895 (VAN NIEL; ALLEN, 1952). 

O crescente uso de características morfológicas, fisiológicas e bioquímicas para 

a identificação dos procariotos levou ao surgimento da taxonomia numérica, um tipo de 

classificação baseada em um grande número de características tanto morfológicas 

quanto metabólicas. Possuía um caráter qualitativo e gerava uma quantidade muito 

grande de dados comparáveis. Características como pigmentação, local da inserção 

de flagelo, utilização de fontes de carbono, utilização de aminoácidos e suscetibilidade 

a antibióticos eram considerados para essa classificação. Cada uma dessas 

características apresentavam diversos subitens chegando a dezenas de critérios de 

classificação (MOORE et al., 2010; VALDERRAMA et al., 1991). A taxonomia numérica 

tinha como objetivo agrupar bactérias que apresentavam características semelhantes 

possibilitando uma análise taxonômica mas não filogenética dos procariotos. O uso da 

taxonomia numérica foi facilitada pelo desenvolvimento computacional e possibilidade 

de análises multivariadas, o que permitiu a comparação do grande número de dados 

(ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001; SCHLEIFER, 2009). 

Na década de 1960 com o aumento do conhecimento das propriedades do DNA 

e desenvolvimento de técnicas de biologia molecular as características genéticas 

passaram também a ser utilizadas como critérios de classificação juntamente com as 

características morfológicas, o que abriu novas portas na classificação dos procariotos 

(GUPTA; GRIFFITHS, 2002). 

O método clássico de comparação do material genético entre diferentes 

organismos é a comparação do conteúdo G+C presente no genoma. Essa comparação 

consiste em uma medida indireta deste conteúdo por meio da desnaturação do material 

genético. Genomas ricos em G+C tendem a desnaturar a temperaturas mais altas, 

enquanto genomas pobres desnaturam a temperaturas mais baixas (MARMUR; DOTY, 

1962). Portanto, diferentes pontos de desnaturação de genomas poderiam ser 

utilizados como informação para diferenciação de espécies. Com a evolução das 

observações a respeito dos conteúdos G+C em diferentes genomas, foi estabelecido 

que dois procariotos que compartilham 90% de conteúdo G+C podem ser classificados 

dentro do mesmo gênero e se o compartilhamento for maior que 95%, eles podem ser 
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considerados da mesma espécie (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). Apesar de ser 

uma característica utilizada até hoje na composição do conjunto de dados para 

identificação procariótica, o conteúdo G+C não é suficientemente robusto para 

sustentar uma classificação mais precisa (MOORE et al., 2010). 

O refinamento da técnica de conteúdo G+C se deu pelo desenvolvimento de 

uma nova técnica: a hibridação de ácidos nucleicos, DNA-DNA e DNA-RNA. Esta 

técnica é baseada na capacidade de desnaturação e renaturação dos ácidos nucleicos. 

Quando aquecidos a temperaturas por volta de 100 oC, as moléculas de DNA têm sua 

dupla-fita separada e, em condições controladas, podem ter suas fitas religadas. 

Quando as moléculas de DNA de dois organismos diferentes são misturadas, 

desnaturadas e em seguida renaturadas, pode ocorrer a formação de moléculas 

híbridas, com maior ou menor complementariedade, dependendo do quão similar as 

sequências de DNA dos organismos são. 

Duas taxas são calculadas com base na homologia das moléculas de DNA e na 

temperatura de renaturação da técnica de hibridação de ácidos nucleicos. A RBR, que 

reflete a taxa de moléculas híbridas formadas, e a ∆Tm, que corresponde à variação 

entre a temperatura de renaturação da dupla-fita híbrida e da dupla-fita não híbrida 

(ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001). Para que um procarioto pertença à mesma 

espécie de acordo com a técnica de hibridação de ácidos nucleicos, é preciso que ele 

apresente pelo menos 70% de RBR e ∆Tm de até 5 oC (WAYNE, 1988). Um problema 

do método é que ele depende da escolha de um organismo de referência, que precisa 

ser próximo filogeneticamente do organismo a ser identificado. A técnica de hibridação 

DNA-DNA ainda é válida e é atualmente uma das melhores para identificação de 

espécies. Ela pode teoricamente ser aplicada a qualquer procarioto e é um método de 

identificação de espécies não conhecidas. (GORIS et al., 2007; ROSSELLO-MORA; 

AMANN, 2001). 

Com o avanço das técnicas de biologia molecular e seu uso para a determinação 

das relações filogenéticas entre os procariotos passou-se a uma busca constante por 

características genéticas que auxiliassem no refinamento da classificação dos 

procariotos. A descoberta dos genes que codificam para as subunidades ribossômicas 

foi uma importante ferramenta para esse fim.  

O ribossomo é a organela celular envolvida na tradução das informações do 

DNA em proteínas. É constituído por três subunidades de diferentes tamanhos, o que 

pode ser evidenciado por ultracentrifugação. Nos seres procarióticos as subunidades 



8 
 

encontradas são a 5S, 16S e 23S codificadas por genes específicos de tamanhos 

aproximados de 120, 1650 e 3300 nucleotídeos respectivamente (ROSSELLO-MORA; 

AMANN, 2001). 

A primeira abordagem para a classificação dos procariotos a partir de estudos 

do gene que codifica para a subunidade 16S ou SSU rRNA foi realizada por Woese e 

colaboradores na década de 1970. Eles também iniciaram o banco de dados de 

sequências desse gene em diferentes organismos. Este gene se mostrou muito 

propício à classificação procariótica, pois é encontrado em todos os seres vivos, 

apresenta considerável quantidade de informação genética e é conservado entre as 

espécies (SCHLEIFER, 2009). Por não ser propenso a transferências laterais e 

apresentar variação em sua sequência de organismo para organismo, ele se mostrou 

efetivo também para o cálculo de distâncias evolutivas. As variações encontradas 

nesses genes refletem a própria evolução do organismo sendo pouco afetado por 

pressões seletivas (WOESE, 1987). 

A classificação de um organismo baseada no gene SSU rRNA ocorre a partir da 

comparação da sequência de nucleotídeos desse gene com a sequência de outros 

organismos. Sequências mais similares identificam organismos mais próximos 

evolutivamente. Para que dois organismos pertençam à mesma espécie deve haver 

97% de identidade entre as sequências, e para que pertençam ao mesmo gênero, 95% 

de identidade (TINDALL et al., 2010). Essas porcentagens foram definidas baseadas 

na técnica de hibridação de DNA-DNA. Foi observado que organismos da mesma 

espécie, que compartilhavam valor igual ou maior do que 70% na técnica de hibridação, 

apresentavam valores de 97% de similaridade nas sequências de seus SSU rRNAs. 

A facilidade de sequenciamento e rapidez na identificação dos procariotos 

determinaram a técnica da comparação da sequência de genes SSU rRNA como um 

dos melhores e mais abrangentes métodos de classificação procariótica. No entanto, 

uma das críticas recorrentemente feita a esse método é a sua baixa para identificação 

de espécies (GUPTA; GRIFFITHS, 2002; ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001; 

SCHLEIFER, 2009; TINDALL et al., 2010). Na época em que as árvores filogenéticas 

baseadas na sequência do SSU rRNA foram iniciadas, existiam poucas ramificações e 

a separação entre os diferentes grupos era melhor visualizada. Com cada vez mais 

sequências ribossomais adicionadas aos bancos de dados, os ramos das árvores 

filogenéticas foram sendo preenchidos e a classificação dos organismos foi ficando 

cada vez mais difícil e imprecisa (GUPTA; GRIFFITHS, 2002). Começaram a surgir 
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casos de espécies diferentes com sequências de genes SSUrRNA com semelhanças 

maiores do que 97%, causando imprecisões nas classificações, como demonstrado 

pelo método de hibridação DNA-DNA, que apresenta maior resolução para definição 

de espécies procarióticas. Fox e colaboradores mostraram claramente a imprecisão do 

método de SSU rRNA quando compararam as espécies Bacillus psychrophilus e 

Bacillus globisporus. O resultado para o método SSU rRNA foi de 99,8% de identidade 

entre as duas espécies, sugerindo que esses dois organismos poderiam ser agrupados 

como uma mesma espécie. Já o método de hibridação de DNA mostrou uma taxa de 

hibridação de apenas 50%, o que significa que esses dois organismos claramente não 

pertencem à mesma espécie (FOX; WISOTZKEY; JURTSHUK, 1992).  

Gupta e Griffiths (2002) ainda questionam a classificação de 90% a 95% das 

bactérias em somente quatro grupos, como indicado pelas análises do gene SSU 

rRNA, e indicam que esse resultado deve ser reflexo da baixa resolução desse método.  

Outro fato que pode ser decisivo para a identificação de espécies, pelo método 

de SSU rRNA, é a variação das diferentes cópias do gene no mesmo genoma. As 

diferentes cópias ribossomais podem ter variações de 1% a 2%, e às vezes até mais, 

o que pode dificultar uma classificação mais precisa do procarioto (SCHLEIFER, 2009). 

Os procariotos compõem um grupo muito diverso e sua classificação ainda é 

controversa. O avanço das técnicas de biologia molecular, estão possibilitando um 

maior conhecimento desses organismo, porém em muitos casos, esse conhecimento 

está colocando à prova métodos de classificação que outrora cumpriam bem seu papel. 

A cada novo aporte de informação nos bancos de dados, novas falhas são 

descobertas, assim, o desenvolvimento de técnicas mais precisas é necessário. 

1.3 A presente identificação e classificação microbiana 

Para todos os fins, desde a pesquisa básica até a aplicada, a classificação dos 

organismos procarióticos é de extrema importância para a comunicação entre as 

partes. Para esta finalidade, o sistema de classificação e a nomenclatura de Linneu 

foram adotados para identificação e filogenia desses organismos, nos mesmos moldes 

estabelecidos para outros grupos de seres vivos (MOORE et al., 2010). A nomenclatura 

se mostra adequada para a identificação de procariotos, mas é necessária a definição 

de melhores critérios e parâmetros para que se estabeleça a filogenia dos procariotos.  
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O conceito de espécie dentro dos organismos procariotos é bastante 

questionável. Antes do surgimento das técnicas moleculares, por volta da década de 

1950, a identificação de espécies era realizada com base em observações 

morfológicas de organismos isolados, o que culminava em uma classificação que 

continha poucas informações, e com uma visão subjetiva (GEVERS et al., 2005; VAN 

NIEL; ALLEN, 1952). Nesta época, surgia um conceito de espécie que vigorou por 

muito tempo, até aproximadamente o ano 2000, e que ainda tem influência na 

classificação procariótica. O conceito criado por Gordon e Mihm em 1962 definia 

espécie procariótica como “um grupo de linhagens isoladas recentemente, mantidas in 

vitro por diferentes períodos de tempo; e suas variantes, as quais possuem em comum 

um conjunto de características correlacionáveis que as separam de outras linhagens” 

(GORDON; MIHM, 1962). Este conceito de espécie, devido à época em que foi criado, 

refere-se somente a características morfológicas, não levando em conta todo o ramo 

da classificação microbiana baseada nos dados de DNA. 

Rosseló-Morá e Amann, em 2000, reformularam o conceito de espécie 

procariótica incluindo também os métodos de comparação de material genético como 

métodos válidos para determinação de espécies. Os autores sugeriram como espécie 

um grupo de linhagens que compartilham alto grau de similaridade com relação a 

diversas características. Essa definição foi aceita pelo comitê de bacteriologia, sendo 

publicada da seguinte forma: “espécie é uma categoria que engloba 

(preferencialmente) um grupo coerente, do ponto de vista genômico, de indivíduos 

isolados/linhagens que compartilham um alto grau de similaridade em (muitas) 

características independentes, comparativamente testadas sob condições altamente 

padronizadas” (ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001; STACKEBRANDT et al., 2002). O 

documento, apesar de não instituir um método único para identificação de espécies, 

sugere que observações de caráter comparativo sejam feitas a características 

independentes. Esta comparação engloba características tanto genotípicas quanto 

fenotípicas, e o cruzamento destes dados para a determinação de espécies. Este 

método multivariável de classificação procariótica foi denominado de taxonomia 

polifásica. 

A taxonomia polifásica, sendo válidos também os nomes identificação polifásica 

e classificação polifásica, foi primeiramente proposta por Colwell em 1968 

(VANDAMME et al., 1996). Ela define um sistema de classificação baseado em 

informações genotípicas e fenotípicas como forma de identificação procariótica. 
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Com relação a análises fenotípicas podemos destacar o uso da tecnologia de 

MALDI-TOF ou espectrometria de massas. Essa tecnologia utiliza cultura isolada, 

lisado celular ou extratos bacterianos diretamente e permite o estudo do material 

genético e proteínas celulares tanto isoladas quanto em células (LAY, 2001). 

Esse método aplicado a células em suspensão ou mesmo em colônias gera um 

perfil espectral exclusivo de cada tipo de procarioto, o qual pode ser utilizado para 

identificação. Possui a vantagem de ser bastante rápido para análises, pois não requer, 

necessariamente, nenhuma técnica complementar de preparação da amostra, 

característica bastante vantajosa em identificação de bactérias patogênicas. Para esse 

tipo de bactéria, a técnica funciona relativamente bem, já que se dispõe de um banco 

de dados bastante informativo (CARBONNELLE et al., 2012), podendo-se chegar a 

índices de identificação de 96% para quase 700 espécies (KHOT et al., 2012). Para 

bactérias não patogênicas, a identificação por MALDI-TOF não é precisa devido à falta 

de informações dos espectros em bancos de dados e às próprias variações 

encontradas nas culturas, dificultando a identificação (LAY, 2001).  

A necessidade de cultura é outro fator que dificulta a identificação de procariotos. 

Sem cultura não se tem um espectro, e sem o espectro não é possível a identificação. 

Assim, faz-se necessário o desenvolvimento de novas técnicas de cultura ou a 

descoberta de características que permitam a identificação sem a necessidade do 

cultivo. 

Outro método de análise fenotípica é a classificação quimiotáxica. Esta 

classificação consiste no estudo e identificação de componentes estruturais da célula 

como parede celular, membrana plasmática e citoplasma. Dentro deste escopo, 

estruturas específicas são exploradas como lipopolissacarídeos, poliaminas, lipídeos, 

peptidioglicanos e benzoquinonas para a diferenciação e identificação de procariotos 

(TINDALL et al., 2010). A simples identificação de presença ou ausência de 

determinada estrutura pode já ser informativa para a classificação de um organismos. 

Um exemplo disso são as ubiquinonas que são restritas às classes 

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria, e a simples 

constatação de sua presença já restringe a identificação do procarioto a essas três 

classes (TINDALL et al., 2010). 

A quimiotaxonomia pode fornecer maiores informações e ser mais precisa do 

que testes fisiológicos e bioquímicos, porém sofre com a falta de resolução para níveis 

taxonômicos mais específicos. Divergências de resultados entre laboratórios também 
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podem ocorrer devido ao comprometimento da reprodutibilidade relacionado a 

diferenças de equipamentos e protocolos (MOORE et al., 2010). 

Completando a taxonomia polifásica, os métodos genotípicos de identificação 

existem em maior número e são os mais utilizados para a classificação procariótica. 

Muitos desses métodos são baseados em reação de polimerização em cadeia, 

hidrólise do material genético por enzimas de restrição e sequenciamento de DNA. 

Estes métodos evidenciam diferenças e similaridades do material genético, o que ajuda 

na identificação de procariotos e no estabelecimento das relações filogenéticas entre 

eles. 

As técnicas como AFLP, PFGE e PCR-RFLP são baseadas na digestão dos 

genomas por enzimas de restrição e na amplificação dos fragmentos formados 

evidenciando diferenças entre os genomas que podem ser utilizadas para classificação 

(VANDAMME et al., 1996).  

Outros métodos de análise genômica como MLSA e MLST se baseiam em 

genes como rpoA e pheS, conhecidamente conservados e com valor para 

diferenciações entre espécies. As duas técnicas evidenciam diferenças existentes 

nesses genes usadas na identificação e construção de relações filogenéticas entre os 

organismos, já que, como o gene SSU rRNA, esses genes são menos propensos a 

transferências laterais e a pressões seletivas. Para realização desta comparação, 

iniciadores específicos, técnicas de reação de polimerização em cadeia e 

sequenciamento de nucleotídeos são utilizados. Este método abrange muito bem 

níveis mais específicos de identificação, porém, perde resolução para níveis mais 

amplos como filos e classes (MAIDEN et al., 1998; NASER et al., 2005). 

Com a diminuição de custo de sequenciamento e incremento da capacidade 

bioinformática, os projetos de sequenciamento de genomas completos estão em plena 

ascensão. Em 2010, estavam depositados no banco de dados Genome OnLine 

Database (GOLD); <http://www.genomesonline.org>, 2400 genomas completos 

(MOORE et al., 2010). Atualmente, neste mesmo banco se encontram 3788 genomas 

completos depositados, o que representa um aumento de 50% em apenas 2 anos. 

Número bastante expressivo desde a primeira publicação do banco de dados há mais 

de 10 anos, com apenas 21 genomas (KYRPIDES, 1999). 

O sequenciamento de genomas completos é uma das técnicas mais 

promissoras para classificação de procariotos (GUPTA; GRIFFITHS, 2002; MOORE et 

al., 2010; WAYNE, 1988). Com o genoma completo, comparações totais do material 

http://www.genomesonline.org/
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genético entre diferentes organismos se tornam possíveis. Análises entre as 

sequências do genoma dos organismos poderão ser realizadas in silico, com alta 

padronização e qualidade. Duas técnicas que surgiram baseadas no sequenciamento 

completo de genomas são as técnicas ANI (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2007) e MUM 

(DELOGER; EL KAROUI; PETIT, 2009). Ambas se baseiam em comparações 

nucleotídicas entre regiões em comum dos genomas e se mostraram bastante 

eficientes na construção de relações filogenéticas. 

Não há dúvidas de que entre as técnicas genotípicas de identificação, a mais 

utilizada é a técnica de análise da sequência do gene SSU rRNA. Apesar das críticas, 

ainda é uma das melhores ferramentas de comparação que existem atualmente e uma 

das poucas com a capacidade de fornecer dados para construção de filogenia. Um fato 

que possibilita esta capacidade é o enorme banco de dados de sequências do SSU 

rRNA que existe atualmente. Os bancos de dados RDP (http://rdp.cme.msu.edu/) e 

SILVA (http://www.arb-silva.de/) possuem respectivamente 2.578.902 e 3.587.011 

sequências desse gene depositadas. 

Os estudos genotípicos dos procariotos estão se voltando cada vez mais a 

análises computacionais e a comparações em bancos de dados in silico. Técnicas 

antes realizadas em laboratório e que despendiam grande quantidade de tempo podem 

ser feitas atualmente em minutos e com uma quantidade de dados muito maior. Esse 

avanço, tanto no número de dados quanto na capacidade de processamento das 

informações, levou ao aparecimento de técnicas de estudos de comunidades 

procarióticas inteiras sem a necessidade de cultivo. Atualmente podemos ter acesso 

tanto à composição quanto ao tipo de metabolismo dessas comunidades, uma porta de 

estudos para um grande potencial biotecnológico. 

1.4 Metagenômica 

Como já mencionado no item 1.1, o grupo dos procariotos é o de maior 

diversidade e abundância do planeta. Mesmo com todos os avanços tecnológicos, o 

nosso conhecimento desse grupo de organismos ainda é muito pequeno. A 

necessidade de cultivo desses organismos para estudo dificulta ainda mais nosso 

aprofundamento no conhecimento. Estima-se que seja possível o cultivo de apenas 1% 

de todos os procariotos (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2008; SCHLOSS; 

HANDELSMAN, 2003; STREIT; RA, 2004;). Na tentativa de superar essa dificuldade e 

http://rdp.cme.msu.edu/
http://www.arb-silva.de/
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poder aprofundar o conhecimento desse grupo, técnicas moleculares de estudo sem a 

necessidade de cultivo de organismo foram desenvolvidas. Extração de material 

genético, clonagem, sequenciamento e expressão gênica foram aplicados diretamente 

a comunidades microbianas do ambiente, o que resultou no aparecimento de um novo 

tipo de estudo chamado de metagenômica. 

A metagenômica pode ser definida como uma análise funcional e genômica de 

uma comunidade microbiana do ambiente sem a necessidade de cultivo. Esse nome 

foi utilizado oficialmente na primeira conferência sobre o assunto (Metagenomics 2003) 

realizada na cidade de Darmstadt na Alemanha (REISENFELD; SCHLOSS; 

HANDELSMAN, 2004).  

O estudo metagenômico está baseado inteiramente no estudo do material 

genético de uma comunidade microbiana, e o isolamento de ácidos nucleicos é o 

primeiro passo. Este isolamento pode ser realizado diretamente no ambiente a partir 

de uma lise celular total, ou indiretamente a partir de separação das células presentes 

na amostra que então segue para a lise celular (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 

2008). O material genético é purificado e recuperado, e, a partir deste momento, 

empregado para o estudo, que pode ser dirigido a diversos caminhos de acordo com o 

interesse da pesquisa. Em uma abordagem funcional, o material genético extraído do 

ambiente é fragmentado e clonado em vetores de expressão e transfectado em 

organismos receptores. Estes organismos expressando os clones são então testados 

para a função de interesse, e os clones positivos são selecionados para um estudo 

mais aprofundado de sua sequência nucleotídica (HESS et al., 2011; RIESENFELD; 

GOODMAN; HANDELSMAN, 2004). Este tipo de abordagem é bastante laboriosa e 

apresenta baixo rendimento.  

Um exemplo desse tipo de abordagem metagenômica é trabalho realizado por 

Riesenfeld e colaboradores (2004), cujo foco eram genes de resistência a antibióticos. 

Nas 4,1 gigabases (109 bases) clonadas, foram encontrados apenas 10 clones que se 

mostraram resistentes aos antibióticos testados. Para otimizar o trabalho de busca 

quando o foco é a abordagem funcional, um passo de enriquecimento de material pode 

ser realizado anteriormente à extração de DNA.  

Outro exemplo foi o estudo de Hess e colaboradores (2011), cujo interesse 

estava em enzimas de degradação de biomassa de origem vegetal em rúmen bovino. 

Para o estudo, uma massa vegetal foi introduzida no rúmen e apenas procariotos que 
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estavam aderidos e processando o material vegetal foram selecionados para a análise 

metagenômica . 

A outra abordagem metagenômica é a baseada em sequência ou sequência 

dirigida (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2003). Ela consiste no uso de iniciadores 

conhecidos e na amplificação direta do DNA metagenômico. É comum a aplicação 

dessa abordagem para identificação microbiana no ambiente a partir do uso de 

iniciadores específicos para o gene SSU rRNA. Com isso, um grande número de 

sequências deste gene em diversos organismos pode ser amplificado e a comparação 

dessas sequências, além de permitir a identificação dos organismos que constituem a 

comunidade, pode ser utilizada para estabelecer relações filogenéticas e identificar  

sequências que não são identificadas nos bancos de dados, ou seja, possíveis novas 

espécies, revelando uma diversidade que não poderia ser alcançada somente por meio 

de comparações com o banco de dados (BRUCE et al., 2010). 

A abordagem da sequência dirigida ainda permite a recuperação de genes que 

codificam enzimas de interesse. Através de comparações de sequências conhecidas, 

regiões conservadas podem ser identificadas e utilizadas como molde para iniciadores. 

Genes presentes no metagenoma que possuem a mesma função ou uma função 

parecida podem ser recuperados por amplificação, clonados e ter sua atividade 

avaliada (COURTOIS et al., 2003). A Figura 1 esquematiza as principais etapas de um 

estudo metagenômico. 
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Figura 1 - Representação das etapas de um estudo metagenômico 

 

 

 

Uma grande diversidade de procariotos foi descoberta com o avanço dos 

estudos metagenômicos. No entanto, a capacidade de geração de informações era 

ainda muito limitada e demorada. As análises metagenômicas envolvem sempre uma 

etapa de sequenciamento de nucleotídeos. O sequenciamento utilizado para os 

estudos em questão era o sequenciamento de nucleotídeos pelo método Sanger 

(SANGER; COULSON, 1975), que é dependente de clonagem e gera uma quantidade 

de dados que para a metagenômica se mostra insuficiente. 

Em 1998 Ronaghi e colaboradores desenvolveram uma técnica de 

sequenciamento de nucleotídeos que revolucionou a metagenômica (RONAGHI; 

UHLEN; NYREN, 1998). Este sequenciamento baseado em emissão de luz recebeu o 

nome de pirossequenciamento. A técnica foi a base para o desenvolvimento da terceira 

geração de sequenciadores e aumentou exponencialmente a quantidade de dados 

gerada. Enquanto o sequenciamento pelo método Sanger pode gerar por corrida cerca 

de 1000 bases, as tecnologias baseadas no pirossequenciamento podem chegar à 

ordem de 109 a 1012, dependendo da plataforma utilizada (DANIEL, 2005). 
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Além de aumentar a capacidade de informação gerada, o sequenciamento de 

terceira geração promoveu novas abordagens de análises metagenômicas, alcançadas 

pela possibilidade de sequenciamento de ácidos nucleicos sem a necessidade de 

clonagem. 

Uma das novas abordagens que puderam ser desenvolvidas graças à técnica 

de pirossequenciamento foi o sequenciamento ambiental direto em larga escala. Esta 

técnica consiste no sequenciamento direto do material genético encontrado em 

diferentes hábitats. Por não passar por clonagem, não é necessária a preparação de 

bibliotecas genômicas em vetores ou desenvolvimento de iniciadores para estudo de 

genes. Este método pode gerar dados que representam toda a comunidade 

microbiana, possibilitando a comparação entre comunidades de diferentes locais 

(QUAISER et al., 2011) ou de diferentes datas (MARCHETTI et al., 2012). 

O primeiro trabalho utilizando essa abordagem metagenômica foi publicado em 

2004 e teve como local de estudo o mar de sargaço (VENTER et al., 2004). Venter e 

colaboradores foram os pioneiros a aplicar a tecnologia de pirossequenciamento 

diretamente em amostras ambientais. Pela primeira vez pôde-se mostrar tão detalhada 

e profundamente uma comunidade microbiana aquática abordando-se diferentes 

caraterísticas. Várias faces da metagenômica, reveladas a partir do sequenciamento 

em larga escala, se apresentam neste trabalho. Identificação microbiana, identificação 

metabólica, montagem de genomas e identificação e comparação de genes de 

interesse puderam ser abordadas em um único estudo, mostrando todo o potencial 

inovador e promissor da técnica. 

A partir deste primeiro trabalho, muitos outros ambientes foram sendo 

explorados como os tratos digestórios de animais, ambientes pelágicos e solos. 

Hábitats específicos como fezes (GILL et al., 2006) e pele humana (GRICE; SEGRE, 

2011) também já foram abordados, e esses trabalhos além de gerar conhecimento 

sobre procariotos em geral, possuem também um caráter terapêutico, pois ao se 

entender melhor a dinâmica microbiana envolvida, melhorias no combate a infecções, 

previsão de doenças e tratamentos mais específicos e eficazes podem ser 

desenvolvidos.  

Entre toda a diversidade microbiana existente, os procariotos ambientais são 

ainda uma grande incógnita para a ciência e, por esse motivo, muitos trabalhos de 

metagenômica focam comunidades microbianas ambientais na tentativa de entender 

quem são e o que fazem. Estes estudos não se restringem apenas a ambientes 
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inóspitos, desabitados e desprovidos de contato com seres humanos, mas também 

incluem ambientes que sofrem com atividades antropocêntricas e acabam sendo 

contaminados. Nesses ambientes, comunidades microbianas conseguem sobreviver e 

muitas vezes conseguem até utilizar o contaminante do local como fonte de carbono 

produzindo energia para manutenção e multiplicação celular (VOGEL, 1996). O 

potencial de degradação de contaminantes por procariotos é um dos focos de estudos 

metagenômicos graças ao seu grande potencial biotecnológico e de aplicabilidade, 

podendo se tornar uma ferramenta biotecnológica. 

1.5 BTEX 

1.5.1 BTEX e contaminação ambiental 

Os xenobióticos são conhecidos por causarem impactos ambientais modificando 

a homeostase do ambiente e influenciando diretamente a interação entre os seres vivos 

e o meio onde vivem. Além do impacto ambiental causado pelo aporte de um elemento 

estranho ao ambiente, muitas vezes os xenobióticos são tóxicos, podendo ser os 

responsáveis direto pela mortalidade de seres vivos, ocasionando queda tanto no 

número de indivíduos quanto no número de espécies de um local afetado. O petróleo 

e seus derivados se posicionam em local de destaque entre os xenobióticos de maior 

importância com relação a impactos ambientais.  

O petróleo é um recurso natural amplamente explorado e utilizado ao redor do 

mundo, sendo a principal fonte energética do planeta. Segundo a EIA, em 2011 foram 

produzidos em média mais de 87 bilhões de barris de petróleo por dia no mundo e os 

maiores consumidores desta fonte energética são, em ordem, Estados Unidos, China, 

Japão, Índia, Rússia e Brasil (EIA, 2013). 

O petróleo raramente é utilizado em sua forma natural. Seu uso se dá após seu 

refino, que é o processo de separação de seus componentes, uma diversidade de 

substâncias orgânicas conhecidas como hidrocarbonetos. Uma vez separados, os 

componentes do petróleo são utilizados nas mais diversas produções industriais, sendo 

utilizados como pavimentação, solventes, combustíveis, lubrificantes, plásticos, 

borrachas e fibras sintéticas.  

Entre os produtos derivados do petróleo, um grupo de substâncias tem chamado 

a atenção por suas características físico-químicas, toxicidade, taxa de produção e 

impacto no ambiente: o grupo denominado de BTEX. A sigla BTEX se refere ao 
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conjunto que agrupa benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos. Suas estruturas 

moleculares e características químicas se encontram na Tabela 2. 

Tabela 2 – Características dos hidrocarbonetos do grupo BTEX 

 

 

      

 Benzeno Tolueno Etilbenzeno orto-Xileno meta-Xileno para-Xileno 

Fórmula 

molecular 
C6H6 C7H8 C8H10 C8H10 C8H10 C8H10 

Peso 

molecular 
78,11 92,1 106,2 106,2 106,2 106,2 

Temperatura 

de fusão (ºC) 
5,5 -95 -95 -25 -48 13 

Temperatura 

de ebulição 

(ºC) 

80,1 110,8 136,2 144,4 139,0 138,4 

Solubilidade 

em água a 20 

ºC (mg/L) 

1780  515 152 175 200 198 

 
Fonte: (Baseado em AGTEREN; KEUNING; JANSSEN, 1998; WEELINK; EEKERT, 2010). 

 

Estes hidrocarbonetos derivados do petróleo são produzidos em quantidades 

equivalentes a 103 toneladas por ano e são utilizados largamente em processos 

industriais como solventes e matérias-primas para produção de pesticidas, plásticos e 

fibras sintéticas (JINDROVA et al., 2002). Esse grupo de hidrocarbonetos também 

reúne componentes da gasolina, que pode conter de 10% a 40% destes 

hidrocarbonetos aromáticos em sua composição (FINOTTI; CAICEDO; RODRIGUEZ, 

2001). Devido à importância desses hidrocarbonetos em processos industriais e ao fato 

de estarem presente em produtos difundidos mundialmente, contaminações ambientais 

em diversas partes do mundo evolvendo BTEX são comuns (ALFREIDER; VOGHT, 

2007; BALDWIN et al., 2009; CAVALCA; DELL'AMICO; ANDREONI, 2004; MAZZEO 

et al., 2010). As contaminações com BTEX ocorrem principalmente por vazamentos, 

sejam dos componentes puros de tanques de armazenamentos ou encanamentos de 

indústrias, ou de gasolina de postos de combustíveis. Os postos de combustíveis têm 

grande contribuição nas contaminações com BTEX. Esse fato se deve à grande 



20 
 

quantidade desse tipo de local de distribuição e ao fato de a gasolina estar amplamente 

relacionada à vida cotidiana (FINOTTI; CAICEDO; RODRIGUEZ, 2001). Um recente 

estudo realizado pela Secretaria do Meio Ambiente do Estado de São Paulo revelou 

que 79,5% das contaminações do Estado de São Paulo tinham como origem postos de 

combustíveis (SMA, 2012). A Figura 2 exemplifica dois tipos de vazamentos que 

ocorrem no ambiente. 

Figura 2 - Esquema de diferentes modos de contaminação do ambiente por BTEX 

 

A) Vazamento que ocorre geralmente em tanques de postos de combustível onde os tanques de 
armazenamento são subterrâneos. Esse tipo de contaminação afeta o subsolo e a camada saturada 
(azul). Existe a formação de uma fase livre e de uma fase dissolvida que percorre grandes distâncias, 
podendo contaminar outros locais.  
B) Exemplo de vazamento de um tanque de armazenamento sobre o solo. Quando ocorre este tipo de 
vazamento, existe contaminação superficial do solo, formando uma fase livre e uma fase adsorvida. A 
fase livre superficial pode penetrar no subsolo e formar outra fase livre e uma fase dissolvida na camada 
saturada do subsolo. Em ambos os casos ocorre contaminação do solo, água e ar através da volatização 
do BTEX. 

 

Pela sua solubilidade relativamente baixa em água, o BTEX quando liberado no 

ambiente pode ser carregado e alcançar longas distâncias. Pode contaminar o lençol 

freático e comprometer reservas de água de uso humano.  

Não só a água é alvo de contaminação por BTEX, o ar também pode ser afetado. 

Por serem hidrocarbonetos voláteis e por terem baixa tendência de adsorção em 

matéria orgânica, quando derramados em solo, grande parte evapora atingindo a 
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atmosfera e pode retornar ao solo carregado pelas águas da chuva (FINOTTI; 

CAICEDO; RODRIGUEZ, 2001). 

No ambiente, não se tem muitas informações das consequências diretas de 

contaminação por BTEX. Muito mais conhecidas são contaminações por petróleo que 

causam mortalidade de peixes, aves, mamíferos e podem contaminar amplas áreas 

pelágicas e costeiras. Contudo, alguns estudos comprovam a toxicidade de BTEX em 

seres vivos. Já foi demonstrada a toxicidade de BTEX no desenvolvimento de plantas 

utilizando como modelo as espécies Sorghum bicolor e Cucumis sativum (AN, 2004). 

A toxicidade também foi testada em alga verde Selenastrum capricornutum (HERMAN; 

INNISS; MAYFIELD, 1991). Nos estudos citados, em concentrações elevadas, o 

crescimento das plantas ficou comprometido, e no caso da alga verde foi comprovado 

danos à integridade da membrana celular causada pela exposição ao BTEX. 

Em seres humanos, a toxicidade do BTEX já foi estudada (COSTA et al., 2006; 

GÉRIN et al., 1998; TRAVIS et al., 1994). A contaminação pode ocorrer através da 

pele, ingestão ou inalação. Altas concentrações de BTEX podem ocasionar irritação da 

pele, depressão do sistema nervoso central e problemas respiratórios. A exposição por 

períodos prolongados pode causar, além dos problemas já citados, problemas 

hepáticos e renais. O benzeno em particular é uma substância conhecidamente 

carcinogênica e exposições prolongadas a ele podem causar leucemia (TRAVIS et al., 

1994). Doenças de coração, do sistema nervoso central e anemia aplástica também já 

foram relacionadas à exposição de benzeno (GUIMARÃES, 2005). 

Sendo xilenos, tolueno e etilbenzeno substâncias tóxicas e benzeno, além de 

tóxico, conhecidamente carcinogênico, regulamentações para controle destas 

substâncias no ambiente existem tanto para atividades industriais que utilizam o BTEX 

quanto para monitoramento ambiental. A CONAMA, resolução 396 de 2008, determina 

valores máximos para a potabilidade da água no Brasil com relação à presença de 

BTEX (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Níveis máximos para a potabilidade da água com relação às concentrações 
de BTEX (CONAMA 396/2008) 

 

Hidrocarboneto Valor máximo tolerado µg/L 

Benzeno 5 

Etilbenzeno 200 

Tolueno 170 

Xileno 300 

 

A presença de BTEX em praticamente todo o planeta aumenta as chances de 

contaminação acidental do ambiente colocando em risco a saúde de seres humanos. 

Suas propriedades químicas permitem uma rápida movimentação pelo solo e água se 

espalhando rapidamente por grandes áreas. Devido ao seu caráter tóxico, ações de 

contenção e recuperação ambiental precisam ser tomadas com agilidade em caso de 

acidentes. Medidas de retirada de BTEX do ambiente existem baseadas em princípios 

químicos, físicos e biológicos, neste último caso, utilizando-se a capacidade metabólica 

de procariotos para catabolizar e eliminar a contaminação do ambiente. 

1.5.2 Degradação microbiana de BTEX 

Seja em solo ou em ambiente aquático, o BTEX quando atinge o meio ambiente 

causa problemas não apenas no local onde ocorre o derramamento, mas também em 

locais distantes, podendo se espalhar rapidamente. Devido ao seu potencial tóxico, 

medidas de retirada do BTEX do ambiente precisam ser tomadas com urgência 

impedindo o afastamento do contaminante. Estas medidas de retirada de 

contaminantes do ambiente são denominadas remediação.  

A remediação ambiental pode ser aplicada a substâncias nocivas como 

pesticidas e metais pesados, mas, em sua grande maioria, a remediação é utilizada 

em casos de contaminação com petróleo e seus derivados. Diversas técnicas de 

remediação ambiental estão disponíveis atualmente para remediação de solo, água 

ou ambos. Estas técnicas estão baseadas em princípios físicos, como a retirada do 

contaminante através de sucção ou escavação; princípios químicos, como oxidação 

do contaminante transformando-o em um produto menos tóxico; e princípios 
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biológicos, através da modificação do contaminante por intermédio de ação 

metabólica de seres vivos (KHAN; HUSAIN; HEJAZI, 2004). 

Os meios biológicos de remediação são conhecidos como biorremediação. Esse 

método utiliza a capacidade dos seres vivos de degradar contaminantes (GENOVESE 

et al., 2008) transformando-os em produtos de menor toxicidade, ou eliminando-os 

totalmente do ambiente. Este tipo de remediação vem ganhando cada vez mais espaço 

entre as técnicas de remediação ambiental. Por não utilizar produtos químicos nem 

recursos de maquinário e tecnologias que requerem altos investimentos, torna-se uma 

alternativa viável e vantajosa para o tratamento de locais contaminados (VIDALI, 2001). 

Em contrapartida, este método é bastante demorado comparado a outros métodos 

físicos e químicos, e, dependendo da concentração, os seres vivos se tornam 

incapazes de catabolizar o contaminante. Para um melhor resultado, a utilização de 

diferentes técnicas é frequente. A biorremediação, utilizada por último, consegue 

diminuir a concentração do contaminante a níveis dentro do limite tolerável (KHAN; 

HUSAIN; HEJAZI, 2004). 

A biodegradação de BTEX é conhecida desde 1908 quando pela primeira vez 

Stormer observou a capacidade de crescimento do Bacillus hexabovorum em meio de 

cultura contendo tolueno e xilenos (MAZZEO et al., 2010). Posteriormente, foram 

descobertas muitas bactérias, de diversos locais, que também apresentavam a 

capacidade de degradação de BTEX. Já foi constatada a presença destas bactérias 

tanto na parte superficial de solos contaminados (HENDRICKX et al., 2006) quanto no 

subsolo (HERRMANN et al., 2008) e em águas subterrâneas (CAVALCA; 

DELL'AMICO; ANDREONI, 2004). Entre os gêneros bacterianos conhecidos por 

metabolizar BTEX, o gênero Pseudomonas é o de maior representatividade. Este 

gênero é conhecido por utilizar BTEX como única fonte de carbono, processando estas 

moléculas por respiração e transformando-as em dióxido de carbono e água (BYRNE; 

KUKOR; OLSEN, 1995; JOHNSON; OLSEN, 1995). Outros três gêneros já estudados 

e que possuem a capacidade de degradação de hidrocarbonetos aromáticos são 

Comamonas (TERAMOTO et al., 1999), Xhantobacter (ZHOU et al., 1999) e 

Burkholderia (SHIELDS et al., 1995). A capacidade de degradação de BTEX dessas 

bactérias foi comprovada por estudos das bactérias isoladas em cultura pura. 

No ambiente, geralmente são encontrados vários gêneros bacterianos presentes 

em locais contaminados. Cavalca e colaboradores, além do gênero Pseudomonas, 

encontraram também os gêneros Mycobacterium, Azoarcus e Bradyrhizobium 
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(CAVALCA; DELL'AMICO; ANDREONI, 2004). Os gêneros Desulfomicrobium, 

Acetobacterium, Desulfovibrio, Espirochaeta, Desulfocapsa e Acetobater foram 

identificados em experimentos relacionados à contaminação com benzeno 

(HERRMANN et al., 2008). Amplificações genômicas utilizando iniciadores 

conservados para o gene SSU rRNA revelaram sequências que quando comparadas 

aos bancos de dados compartilham pouca identidade com sequências lá depositadas. 

Isso aponta uma diversidade microbiana desconhecida com potencial de degradação 

de compostos aromáticos. 

Nesses trabalhos, o que chama a atenção é que a maioria dos gêneros 

identificados não são conhecidos por degradar compostos aromáticos, mas eles 

frequentemente aparecem em locais contaminados juntamente com gêneros 

bacterianos que tem capacidade de degradação. Na literatura, existem relatos de que 

essa diversidade de micro-organismos em locais contaminados com BTEX, e até 

mesmo outros hidrocarbonetos aromáticos, é reflexo de um consórcio microbiano que 

se estabelece e promove a degradação (ALFREIDER; VOGHT, 2007; ANDREOZZI et 

al., 2006; GENOVESE et al., 2008). Em um consórcio microbiano, uma dinâmica 

metabólica é estabelecida entre diferentes micro-organismos. A fonte de carbono de 

um organismo constituinte do consórcio pode ser o produto de outro, o que aumenta 

as chances de sucesso no caso de uma remediação e pode levar a elevados índices 

de degradação do contaminante (GENOVESE et al., 2008). 

Para o BTEX, a biodegradação pode ocorrer aeróbia ou anaerobiamente. 

Quando o ambiente é anóxico, o metabolismo microbiano é anaeróbio e a degradação 

de BTEX ocorre pela redução de sulfatos e nitratos presentes no solo (DO et al., 2008). 

Os hidrocarbonetos aromáticos são modificados estruturalmente em benzoil-CoA e 

então degradados (WEELINK; EEKERT, 2010). Essa é uma degradação mais lenta e 

menos eficaz em comparação à degradação aeróbia, mas não menos importante, uma 

vez que no solo, o BTEX pode penetrar até grandes profundidades e alcançar a zona 

saturada com baixa ou nenhuma concentração de oxigênio. A Figura 3 representa 

exemplos de degradação anaeróbia que ocorrem principalmente em grandes 

profundidades dos solos e zonas saturadas. 
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Figura 3 – Vias de degradação anaeróbia de BTEX 

 

 

a) Degradação de etilbenzeno: EbdABC, etilbenzeno desidrogenase; Ped, (S)-1-fenil-etanol 
desidrogenase, Apc1-5, acetofenona carboxilase, Bal, benzoil-acetato-CoA ligase (KÜHNER et al., 
2005). b) Degradação anaeróbia de tolueno: BssABC, benzilsuccinato sintase; BbsEF, succinil-CoA(R)-
benzilsuccinato CoA transferase; BbsG, (R)Benzil-succinil CoA-desidrogenase; Bbsh, Fenil-itaconil-CoA 
hidratase; BbsCD, 2[hidroxi(fenil)metil]succinil-CoA desidrogenase; BbsAB, benzoil-succinil-CoA tiolase 
(KUBE et al., 2004). c) Três possíveis vias de degradação de benzeno. Por metilação, o benzeno é 
transformado em tolueno e segue na via de degradação. A hidroxilação transforma o benzeno em fenol 
e segue na via de degradação de fenol. Pela carboxilação, o benzeno se transforma em benzoato e, ao 
final, em benzoil-CoA  
Fonte: (WEELINK; EEKERT, 2010). 

 

A degradação das três formas de xilenos não está ainda bem elucidada, mas 

existem evidências de que a degradação seja muito parecida com a cascata de 

degradação de tolueno. A ativação de xilenos é feita pela adição de fumarato formando 

metil-benzil-succinato antes de prosseguir por essa cascata de degradação (FOGHT, 

2008; KRIEGER et al., 1999; WEELINK; EEKERT, 2010). 

As vias de degradação aeróbias de BTEX são vias bastante eficazes e mais 

velozes, utilizando o oxigênio como aceptor final de elétrons. Essa via possui três 

enzimas principais que modificam a estrutura do anel aromático (Figura 4). 
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Figura 4 – Representação da degradação aeróbia de BTEX 

 

 

A figura representa os passos iniciais de degradação de substâncias monoaromáticas. Os genes tmoA, 
tbmD, XylA, XylM, todC1, xylE1, xylE2, tbuE, cdo e todE codificam para monoxigenases, dioxigenases e 
catecol 2,3-dioxigenase. Essas três enzimas são indicadores de degradação de BTEX por metabolismo 
microbiano  
Fonte: (HENDRICKX et al., 2006). 

 

A biorremediação vem se tornando uma opção cada vez mais viável no 

tratamento de áreas contaminadas. Através do estudo da composição microbiana 

dessas áreas, consórcios puderam ser elucidados assim como a dinâmica de 

degradação desses consórcios. Evidências ainda mostram que organismos totalmente 

desconhecidos podem ter papel importante no processo de remediação ambiental, 

indicando um grande potencial a ser explorado. Atenção especial deve ser empregada 

principalmente em áreas com histórico de contaminação, onde, por uma pressão 

ambiental ocasionada pela ação antrópica, micro-organismos com metabolismos 

especializados podem ter sido selecionados e podem revelar novas vias de 

degradação ou até mesmos servir como agentes biorremediadores. 

1.6 Cubatão 

O município de Cubatão (latitude 23o 50 ’ e 23 o 55 ’; longitude 46 o 30 ’ a oeste 

do meridiano de Greenwich) está localizado a 57 quilômetros do centro de São Paulo. 

A área onde se situa o município está localizada no complexo da Serra do Mar na 

região de transição entre o planalto paulista e a baixada santista. O clima é tropical 

úmido, mas com ocorrências de microclimas formados pelas variações do relevo 

(AUGUSTO FILHO et al., 1988; TORRES; BRAGA JR; BORGES, 2002). As escarpas 



27 
 

presentes são responsáveis pelos índices pluviométricos anuais que variam de 2.500 

mm nas partes mais baixas chegando a 4.000 mm nas partes mais altas da encosta 

(IPT, 1985). Segundo a CETESB, a umidade relativa do ar varia de 70% a 90%.  

Com relação à cobertura vegetal, a região de Cubatão se encontra dentro do 

complexo climático de Mata Atlântica, caracterizado por formações florestais definidas 

como ombrófila densa, ombrófila mista, estacional semidecidual, estacional decidual e 

ombrófila aberta, além da presença de manguezais e campos de altitude. Essa região 

é considerada uma das regiões mais ricas em biodiversidade do mundo. O domínio 

tem 1.300.000 km2 de extensão, que são distribuídos quase em sua totalidade em uma 

faixa litorânea voltada ao Oceano Atlântico, estendendo-se do sul ao nordeste do país. 

Apenas 7% de sua extensão está conservada, fato que pode ser atribuído à ocupação 

humana. Aproximadamente 120 milhões de pessoas habitam o complexo da Mata 

Atlântica (MMA, 2013; WWF, 2013). A presença de pessoas não é a única causa da 

degradação do bioma. A região é intensamente urbanizada e inclui grandes cidades do 

Brasil, como São Paulo e Rio de Janeiro. Grandes polos industriais também se 

localizam na região, utilizando-se de recursos hídricos, pluviais e territoriais Na região 

são depositados todos os rejeitos de produção, principal motivo da degradação do 

bioma. 

O município de Cubatão é conhecido por ser o principal polo industrial do Brasil 

e um dos maiores da América Latina. Sua industrialização ocorreu no início do século 

XX com o desenvolvimento de três empresas pioneiras. Uma do ramo de couros, outra 

de produtos químicos e a última do ramo de papel. Foi criada também uma usina 

hidrelétrica que garantia o aporte de energia na região (FERREIRA; TORRES; 

BORGES, 2008). 

Em 1930 houve incentivos para a instalação de indústrias de base no Brasil e 

em 1948, com o primeiro plano econômico integrado do país, que visava saúde, 

alimentação, transporte e energia (plano SALTE), o grande desenvolvimento industrial 

de Cubatão ocorreu. A primeira grande empresa atraída pelo plano econômico a se 

instalar na região foi a Refinaria Presidente Bernardes, em 1953, época do surgimento 

do monopólio do petróleo e da fundação da Petrobrás. Esta empresa foi o chamariz 

para que outras viessem se estabelecer em Cubatão, e entre 1953 e 1997 foram 

instaladas 23 grandes empresas ali. As empresas instaladas em Cubatão, em sua 

maioria, são indústrias químicas voltadas ao refinamento e processamento de petróleo, 

produção de fertilizantes, químicos industriais e siderurgia. Estas empresas 
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encontraram em Cubatão uma perfeita ligação entre aporte de matérias-primas e 

distribuição de seus produtos. Estão localizadas perto do porto de Santos, usufruem de 

acesso a estradas de ferro e proximidade com a capital do estado (FERREIRA; 

TORRES; BORGES, 2008). 

A grande concentração de indústrias no local, a manipulação de compostos 

químicos com grande potencial poluente e a baixa ou nenhuma preocupação 

ambiental, levaram a cidade de Cubatão a ser chamada de Vale da Morte na década 

de 1980. Nesse período, a ONU chegou a classificar Cubatão como a pior cidade do 

mundo para se viver. Moradores intoxicados pelos rejeitos industriais que eram 

lançados em água, solo e ar, sem tratamento, e recém-nascidos apresentando casos 

de anencefalia faziam parte do cenário da cidade na época. Entre os poluentes que 

contaminavam a cidade, estavam metais particulados (363 mil toneladas por ano 

depositadas no meio ambiente), hidrocarbonetos e óxidos de enxofre e amônia, que 

causavam chuva ácida e degradavam toda a cobertura vegetal que se encontrava nas 

encostas (OLIVETTE, 2008). 

Esforços realizados pelos órgãos governamentais do estado e do município, 

além das empresas da região, fizeram com que a poluição de Cubatão fosse diminuída 

por meio do controle de emissão de poluentes. Esse programa alcançou taxas de 

despoluição da ordem de 98,9% em redução de material particulado, 95,79% em 

emissão de hidrocarbonetos e redução significativa de óxidos e fluoretos (OLIVETTE, 

2008). 

Os esforços na redução da poluição em Cubatão trouxeram grandes melhorias 

à cidade, ambiente e população, o que valeu o título de cidade símbolo da recuperação 

ambiental, dado pela ONU durante a ECO 92 na cidade do Rio de Janeiro (CNO, 2012).  

Realmente existe uma queda real da taxa de contaminação da região de 

Cubatão atualmente, mas o acúmulo de 30 anos de poluição continua atingindo o 

município. Metais pesados ainda são encontrados no ambiente fazendo parte de águas 

e sedimentos marinhos e pluviais. O resultado é o acúmulo destas substâncias em 

organismos vivos como peixes, crustáceos e moluscos consumidos pela população 

(CETESB, 2001). De acordo com o relatório de áreas contaminadas e reabilitadas do 

estado de São Paulo, muitas áreas do município de Cubatão ainda se apresentam 

contaminadas com hidrocarbonetos aromáticos. Entre elas incluem-se áreas 

consideradas residenciais além de áreas industriais (CETESB, 2011). A Tabela 4 

mostra diferentes áreas contaminadas da região de Cubatão. 
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Tabela 4 – Relação de áreas contaminadas de Cubatão e seus respectivos 
contaminantes 

 

Cubatão - Local Resíduo Industrial / Substância tóxica no solo 

Centro Hidrocarbonetos aromáticos. 

Vila. Couto Metais pesados, resíduos organoclorados, aromáticos e 
halogenados. 

Piaçaguera Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, fenóis, metais 
pesados, compostos nitrogenados, fluoretos, fósforo, sulfatos, 
cloreto de vinila, 1,2 dicloroetano. 

Industrial Resíduos organoclorados, solventes halogenados, fluoretos, 
fósforo, sulfatos e mercúrio. 

Ponte Preta Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, fenóis, metais 
pesados, policloretos de bifenila, derivados de petróleo. 

 
Fonte: Modificado de Guimarães (2005). 

 

A região de Cubatão, de acordo com seu histórico, é uma região de destaque 

dentro do problema de contaminações ambientais. Sua história industrial e sua 

localização fazem com que o local seja único no mundo. A pressão ambiental exercida 

pelos contaminantes durante aproximadamente 30 anos pode ter resultado em 

modificações no seres vivos, adaptados aos contaminantes. 

Os procariotos dentro deste panorama, merecem atenção especial. Variações 

bióticas e abióticas no ambiente podem ter feito com que os procariotos fossem 

selecionados de modo a utilizar estes contaminantes em seus metabolismos. Um 

estudo microbiano realizado por meio de técnicas de identificação e metagenômica 

pode trazer maior conhecimento sobre a comunidade microbiana desses locais. Este 

conhecimento pode gerar atualizações nos métodos de biorremediação e até mesmo 

o desenvolvimento de novas técnicas, possibilidades que justificam o investimento em 

pesquisas que podem trazer benefícios ao ambiente e às populações afetadas. 

  



30 
 

2 CONCLUSÕES 

A abordagem metagenômica de sequenciamento direto de DNA ambiental dos 

solos selecionados se mostrou uma boa ferramenta para acesso às informações in situ 

pretendidas neste trabalho. Conseguimos identificar as comunidades procarióticas dos 

três locais analisados encontrando diferenças entre elas. Pudemos relacionar grupos 

de micro-organismos com as características dos locais. Exemplos disso foram a grande 

diversidade de micro-organismos com potencial de degradação de hidrocarbonetos 

aromáticos no local contaminado e a presença de representantes da família 

Enterobacteriaceae no local Cotia-Pará, com provável contaminação por rejeitos 

residenciais. Com estas comparações pudemos entender melhor a composição 

procariótica da região e identificar a diversidade e abundância de uma comunidade 

procariótica de solo após evento de contaminação. O uso da tecnologia de 

pirossequenciamento certamente nos forneceu uma quantidade de dados muito 

superior comparado ao método clássico de sequenciamento. Isto refletiu na 

profundidade das análises, possibilitando a partir de um único sequenciamento 

construir um panorama mais completo, unindo resultados de identificação taxonômica 

e metabólica. 

As diferenças entre os locais analisados também foram observadas sob o ponto 

de vista metabólico. Apesar da identificação de genes e domínios de degradação de 

anéis aromáticos em todos os locais analisados, o método utilizado neste estudo foi 

refinado o bastante para diferenciar qualitativamente e quantitativamente os diferentes 

locais. Para o local contaminado, foi encontrada maior diversidade de genes e domínios 

conservados de degradação, o que reflete uma comunidade microbiana mais adaptada 

à contaminação por anéis aromáticos e com potencial de degradação, que pode estar 

desempenhando um papel de biorremediação intrínseca no local. Não apenas os 

genes foram identificados, mas também um perfil taxonômico, sugerindo um consórcio 

microbiano de degradação de hidrocarbonetos aromáticos para os locais estudados e 

principalmente para o local contaminado. 

Este trabalho aprofunda um pouco mais o conhecimento de comunidades 

procarióticas ambientais, área de estudo que apresenta grande potencial 

biotecnológico e que carece de maior quantidade de estudos. Mais precisamente, 

aprofunda o conhecimento sobre procariotos de áreas contaminadas com BTEX. 

Apesar de já serem conhecidos exemplares capazes de degradar essas substâncias 
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aromáticas, pouco se conhece sobre a dinâmica de uma comunidade in situ de locais 

contaminados. Este conhecimento pode trazer adaptações ao modo de aplicação de 

biorremediações, assim como desenvolver novos métodos. 

Um dos aspectos mais importantes deste trabalho foi o local estudado. Cubatão 

é um município bastante afetado pela poluição que influencia o meio ambiente e os 

seres vivos que neles vivem. Os trinta anos de pressão ambiental causada por 

contaminantes fazem da região única no mundo, principalmente sob o aspecto da 

biorremediação. Apesar de toda esta importância, poucos trabalhos na região foram 

desenvolvidos, e este foi pioneiro ao utilizar a metagenômica para identificar e 

comparar micro-organismos da região, focando identificar potenciais biorremediadores 

e sugerindo um panorama metabólico e estrutural das comunidades de solo ali 

presentes. 
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*De acordo com: 
 ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR 6023: informação e  
 documentação: referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 
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