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RESUMO 
 

LOPES, P. F. Diversidade taxonômica e potencial de biodegradação de bactérias isoladas 
de reservatórios de petróleo da Bacia de Campos (RJ). 2010. 68 f. Dissertação (Mestrado 
em Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 
2010. 
 
Apesar de sua importância para a indústria petrolífera brasileira, a diversidade de bactérias 
associadas a processos biológicos em reservatórios de petróleo é pouco conhecida no país. 
Estudos recentes vêm demonstrando grande diversidade taxonômica e funcional de micro-
organismos nestes ambientes, dos quais muitos representam espécies e gêneros novos. O 
presente trabalho teve como objetivos caracterizar uma coleção de 98 bactérias isoladas de 
amostras de petróleo e água de formação de reservatórios da Bacia de Campos (RJ), 
utilizando técnicas de taxonomia molecular, e avaliar o potencial de degradação de 
biomarcadores do petróleo de alguns destes organismos. O DNA genômico extraído de todos 
os isolados foi utilizado em reação de PCR para amplificação do gene que codifica para o 
RNAr 16S. A metodologia de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) foi 
empregada utilizando-se três enzimas de restrição, visando detectar grupos taxonômicos 
potencialmente diferentes. Os perfis de bandas obtidos foram analisados com o auxílio do 
programa Gelcompar, sendo que 39 isolados foram escolhidos como representantes de grupos 
distintos. O sequenciamento e análise filogenética do gene RNAr 16S revelaram que estes 
isolados pertenciam a 16 grupos taxonômicos distintos, a saber: Marinobacter lutaoensis (12), 
Halomonas shengliensis/H. alimentaria/ H.campisalis (10), Bacillus firmus (1), Bacillus 

megaterium (2), Bacillus pumilus (49), Bacillus sphaericus (2), Bacillus simplex (1), 
Citreicella thiooxidans (1), Stenotrophomonas maltophilia (2), Achromobacter xylosoxidans 
(1), Bacillus cereus/B. thuringiensis (5), Micrococcus luteus (5), Kocuria rosea (1), 
Streptomyces alboniger/ S. chartreusis /S. moderatus, (2), Staphylococcus hominis (1) e 
Staphylococcus pasteuri/S. warneri (3). O método de tipagem molecular RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA), utilizado para diferenciar os isolados em nível infra-específico, 
permitiu identificar 23 padrões de bandas distintos entre os isolados pertencentes à espécie 
Bacillus pumilus. Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram uma alta 
diversidade taxonômica da fração cultivada da comunidade de bactérias aeróbias presente em 
amostras de óleo e águas de formação provenientes de reservatórios da Bacia de Campos. A 
habilidade dos isolados, representando as diferentes espécies isoladas das amostras 
ambientais, para biodegradar biomarcadores do petróleo foi avaliada por CG-EM. Os 
resultados evidenciaram a preferência das bactérias pela biotransformação do ácido 
nonadecanóico e esqualano. A caracterização da microbiota presente nos reservatórios e 
avaliação de seu potencial de biodegradação pode contribuir para fornecer subsídios para 
estudos futuros sobre os mecanismos biológicos responsáveis pela biodegradação do petróleo. 

 

Palavras-chave: Diversidade de bactérias. Petróleo. Taxonomia molecular. RNAr 16S. 
biodegradação.  Hidrocarbonetos. 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 
LOPES, P. F. Taxonomic diversity and biodegradation potential of bacteria isolated from 
oil reservoirs of the Campos Basin (RJ). 2010. 68 p. Master Thesis (Biotechnology) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 
 
Despite their importance for the Brazilian oil industry, the diversity of bacteria associated 
with biological processes in oil reservoirs is poorly understood in Brazil. Recent research has 
demonstrated great taxonomic and functional diversity of microorganisms in such 
environments, many of which represent new species and genera. This study is aimed to 
characterize a collection of 98 bacteria isolated from oil and formation water samples derived 
from reservoirs of the Campos Basin (RJ), using molecular biology-based techniques, and to 
evaluate the degradation potential of petroleum biomarkers of some of these organisms. The 
genomic DNA extracted from all isolates was employed in PCR reactions for amplification of 
the 16S rRNA gene. The methodology of ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction 
Analysis) was employed using three restriction enzymes, in order to detect potentially 
different taxonomic groups. The analysis of the band profiles, through the use of the 
Gelcompar software, allowed the selection of 39 isolates representing different taxonomic 
groups. Further sequencing and phylogenetic analysis of 16S rRNA genes revealed that these 
isolates belonged to 16 different taxonomic groups, namely Marinobacter lutaoensis (12), 
Halomonas shengliensis/H. alimentaria/H. campisalis (10), Bacillus firmus (1), Bacillus 

megaterium (2), Bacillus pumilus (49), Bacillus sphaericus (2), Bacillus simplex (1), 
Citreicella thiooxidans (1), Stenotrophomonas maltophilia (2), Achromobacter xylosoxidans 
(1), Bacillus cereus/B. thuringiensis (5), Micrococcus luteus (5), Kocuria rosea (1), 
Streptomyces alboniger/S. chartreusis/S. moderatus (2), Staphylococcus hominis (1) and 
Staphylococcus pasteuri/S. warneri (3). The molecular typing method RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA) was used to differentiate the isolates at the infra-specific level, 
and allowed the identification of 23 different band patterns among the isolates of the species 
Bacillus pumilus. The results of the present study demonstrated a high taxonomic diversity of 
cultivated fraction of the aerobic bacterial community present in oil and formation water 
samples from Campos Basin reservoirs. The ability of the isolates, representing the different 
species isolated from the environmental samples, to biodegrade petroleum biomarkers was 
evaluated by GC-MS. The results showed the preference of such bacteria for the 
biotransformation of nonadecanoic acid and squalane. The characterization of the microbiota 
associated to reservoirs and the evaluation of their biodegradation potential may provide 
subsidies for future studies about the biological mechanisms responsible for petroleum 
biodegradation.  
 
Keywords: Bacterial diversity.  Petroleum.  Molecular taxonomy. 16S rRNA. 
Biodegradation, Hydrocarbons. 
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1 INTRODUÇÃO 

Apesar de sua importância para a indústria petrolífera brasileira, a diversidade de 

bactérias associadas a processos biológicos em reservatórios de petróleo é pouco conhecida e 

estudada no país.  

Alguns estudos recentes de grupos europeus e norte-americanos demonstraram uma 

grande diversidade taxonômica e funcional de micro-organismos em amostras de 

reservatórios localizados em regiões geograficamente distintas do planeta, incluindo desde 

micro-organismos anaeróbicos estritos termofílicos e hipertermofílicos até anaeróbicos 

facultativos e termotolerantes (ORPHAN et al., 2000). Destes, muitos representam espécies e 

gêneros novos. Nazina et al. (2001), em um estudo taxonômico de Bacillus em reservatórios 

de petróleo da Rússia, Cazaquistão e China, descreveram o gênero aeróbico Geobacillus, a 

partir de águas de formação de petróleo. Recentemente, Magot e colaboradores (2004) 

descreveram duas espécies novas de bactérias redutoras de sulfato, Desulfovibrio bastinii e D. 

gracilis, isolados de amostras de água coletadas em um reservatório de petróleo no Congo. 

Outros trabalhos incluem a descrição das espécies Thermotoga subterranea (JEANTHON et 

al., 1995), Deferribacter thermophilus (GREENE et al., 1997), Halanaerobium congolense 

(RAVOT et al., 1997), Petrotoga mobilis (LIEN et al., 1998), e, mais recentemente, das 

espécies Thermosipho geolei (L’HARIDON et al., 2001), Petrotoga olearia e P. siberica 

(L’HARIDON et al., 2002), bactérias anaeróbias, termofílicas e fermentativas isoladas de 

reservatório de petróleo continental da Sibéria Ocidental. 

Estudos relacionados à investigação da biodiversidade de comunidades microbianas 

associadas a depósitos petrolíferos são de grande relevância na medida em que permitem uma 

maior compreensão da estrutura e dinâmica das populações nestas comunidades, além da 

caracterização putativa de funções que possam desempenhar. O melhor conhecimento da 

biodiversidade nestes ambientes fornecerá subsídios para a adoção de medidas futuras de 

prevenção ou remediação de processos de biodeterioração dos óleos e/ou biocorrosão de 

tubulações e equipamentos associados, tais como: (a) avaliação do potencial de 

biodeterioração em poços ainda em estágio de perfuração; (b) monitoramento de processos de 

biodegradação/biodeterioração do óleo em poços de exploração ou sob condições de 

armazenamento de longo-prazo; (c) monitoramento de processos de biorremediação em 

derramamentos acidentais de petróleo. 
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O petróleo brasileiro tem características muito próprias, com uma predominância de 

óleos pesados, o que exige etapas adicionais de refino para a obtenção de gás, gasolina e óleo 

diesel. O perfil destes óleos é moldado pela ação de bactérias que atuam na degradação das 

frações leves do petróleo, consumindo, preferencialmente, hidrocarbonetos lineares e, na 

sequência, os hidrocarbonetos ramificados, isoprenoides e ciclanos (PETERS e 

MOLDOWAN, 1993). 

Neste contexto, o presente projeto teve como objetivos analisar a diversidade genética 

e taxonômica de bactérias aeróbias isoladas de reservatórios de petróleo da Bacia de Campos 

e avaliar o seu potencial de degradação de biomarcadores do petróleo. Os resultados do 

presente estudo permitirão contribuir para a consolidação da linha de pesquisa de 

Microbiologia do Petróleo, ainda pouco desenvolvida em âmbito nacional, oferecendo grande 

potencial para pesquisa básica e de exploração tecnológica. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1 Depósitos petrolíferos e a diversidade microbiana associada 

Para haver a acumulação de petróleo e/ou gás, é necessária a existência de uma rocha 

capaz de gerar óleo, a presença de uma rocha reservatório e de uma barreira capeadora com 

uma retenção tridimensional, que irão constituir uma armadilha (ou trapa) para a acumulação 

do petróleo (Figura 1). A rocha geradora de petróleo é aquela que se formou com 

características de granulação muito fina, rica em matéria orgânica, gerando o petróleo para a 

formação armazenadora ou rocha reservatório. A rocha reservatório é aquela com condições 

geológicas de armazenar o fluido e, normalmente, ela armazena os fluídos na seguinte 

distribuição: uma capa de gás superior; uma capa de óleo intermediária e uma capa de água 

salgada inferior. A rocha capeadora é formada por rochas impermeáveis ou falhas provocadas 

pela movimentação das camadas terrestres, que não permitirão que os fluidos armazenados 

migrem para outras camadas de rochas. A água contida no reservatório que se encontra nos 

poros das formações, e normalmente salgada, é chamada de água de formação. Este é o 

volume de água livre que irá suprir a energia para o deslocamento das águas (water drive) 

nestes reservatórios. Com este mecanismo de empuxo d’água é que os hidrocarbonetos serão 

liberados, via poços perfurados, pela água que vai preenchendo os poros vazios, aumentando 

e empurrando o óleo para a superfície (CORRÊA, 2003).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Ilustração de reservatório de petróleo. 1 = Rocha geradora; 2 = Rocha reservatório,          

contendo água, óleo e gás; 3 = Rocha capeadora impermeável. 
FONTE: San Joaquin Geological Society – SJGS, 2010. 

 

Várias bactérias que habitam o ambiente marinho são degradadoras de petróleo, sendo 

geralmente isoladas as degradadoras de alcanos ou compostos aromáticos, tais como tolueno, 

naftaleno e fenantreno (HARAYAMA et al., 2004). As bactérias sulfato-redutoras, por 

exemplo, utilizam compostos sulfurosos presentes na água do mar e produzem ácido 

sulfídrico, que é tóxico aos seres humanos e corrói tubulações e tanques de petróleo. Há 

1 

3 

2 
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também os micro-organismos que proliferam em poços de petróleo, bloqueando os poros das 

rochas reservatório e reduzindo sua permeabilidade; e ainda há aqueles que inativam produtos 

químicos que são adicionados para facilitar operações de produção e aumentar a durabilidade 

dos reservatórios (BASS e LAPPING-SCOTT, 1997). 

No entanto, existem micro-organismos que produzem, durante seu crescimento, 

substâncias úteis que aumentam a recuperação do óleo, tais como solventes, ácidos, gases, 

surfactantes e biopolímeros. Além disso, alguns produzem metabólitos que inibem o 

crescimento das bactérias sulfato-redutoras, enquanto estimulam o crescimento das 

metanogênicas (BASS e LAPPING-SCOTT, 1997).  

 Um dos primeiros estudos microbiológicos em reservatórios de petróleo de águas 

profundas resultou no isolamento de uma bactéria sulfato-redutora, a partir de amostras de 

águas de injeção (BASTIN, 1926). Por muito tempo permaneceu a dúvida sobre a origem 

destas bactérias: se eram naturais destes ambientes, ou haviam sido introduzidas nos 

reservatórios por operações de extração do óleo. Águas de injeção podem carrear micro-

organismos não indígenas aos reservatórios, tanto aeróbicos quanto anaeróbicos.  

A possibilidade de organismos vivos sobreviverem ou prosperarem em ambientes que 

contêm óleo depende das características físicas e composição química do ecossistema. A 

temperatura é o principal fator limitante para o crescimento microbiano em reservatórios de 

óleo, sendo sugerido que a presença de bactérias está limitada a temperaturas máximas de 80 

e 90 ºC (FISHER, 1987; BARTH, 1991). 

Estudos realizados por vários autores vêm demonstrando uma grande diversidade 

taxonômica e funcional de micro-organismos recuperados de reservatórios localizados em 

regiões geograficamente distintas do planeta, incluindo desde micro-organismos anaeróbicos 

estritos termofílicos e hipertermofílicos até anaeróbicos facultativos e termotolerantes 

(ORPHAN et al., 2000). Destes, muitos representam espécies e gêneros novos. Magot et al. 

(2004) descreveram duas espécies novas de bactérias redutoras de sulfato, Desulfovibrio 

bastinii e D. gracilis, isolados de amostras de água coletadas em um reservatório de petróleo 

no Congo. Outros trabalhos incluem a descrição das espécies Thermotoga subterranea 

(JEANTHON et al., 1995), Deferribacter thermophilus (GREENE et al., 1997), 

Halanaerobium congolense (RAVOT et al., 1997), Petrotoga mobilis (LIEN et al., 1998), e, 

mais recentemente, das espécies Thermosipho geolei (L’HARIDON et al., 2001), Petrotoga 
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olearia e P. siberica (L’HARIDON et al., 2002), bactérias anaeróbias, termofílicas e 

fermentativas isoladas de reservatório de petróleo continental da Sibéria Ocidental. 

Outros trabalhos relatam a recuperação de bactérias aeróbias de reservatórios de 

petróleo. Nazina et al. (2001), em um estudo taxonômico de Bacillus em reservatórios de 

petróleo da Rússia, Cazaquistão e China, descreveram o gênero aeróbico Geobacillus, com 

duas novas espécies, G. subterraneus e G. uzenensis, isolados de águas de formação. Um 

estudo de caracterização da comunidade de bactérias associadas a reservatório de petróleo 

através de métodos dependentes e independentes de cultivo detectou espécies pertencentes aos 

gêneros aeróbicos Marinobacter, Pseudomonas, Halomonas, Acinetobacter e 

Methylobacterium (ORPHAN et al., 2000). Mais recentemente, outro estudo similar de 

caracterização de comunidades usando uma abordagem polifásica identificou muitos gêneros 

aeróbicos em reservatórios de petróleo de alta temperatura no Mar do Norte, incluindo 

Sphingomonas, Stenotrophomonas, Xanthomonas, Agrobacterium, Pseudomonas, Bacillus, 

Microbacterium, Marinobacter, dentre outros (KASTER et al., 2009). A análise da 

diversidade microbiana em sistemas de injeção de água em plataformas brasileiras permitiu a 

detecção de diversos grupos de bactérias aeróbias através de bibliotecas de genes de RNAr 

16S, sendo os gêneros mais abundantes Marinobacter, Colwellia e Achromobacter 

(KORENBLUM et al., 2010).  

Dentre os micro-organismos anaeróbicos estritos presentes nos reservatórios de óleo 

reportados na literatura, o principal grupo inclui arqueias (termofílicas e hipertermofílicas) e 

bactérias redutoras de sulfato (BRS), as quais estão envolvidas com os processos de corrosão 

de equipamentos (mesofílicas) e produção in situ de H2S (termofílicas). Outras importantes 

comunidades microbianas destes ambientes são representadas pelas arqueias metanogênicas 

(principalmente as mesofílicas); bactérias (mesofílicas e termofílicas) e arquéias 

fermentativas; e bactérias redutoras de ferro e manganês (principalmente as mesofílicas) 

(MAGOT et al., 2000). 

No Brasil, estudos de caracterização de comunidades microbianas associadas a 

reservatórios de petróleo, utilizando técnicas convencionais de cultivo ou métodos 

moleculares independentes de cultivo, têm revelado a recuperação e/ou detecção de uma 

ampla diversidade de bactérias em reservatórios profundos. Um trabalho recente desenvolvido 

pela nossa equipe na Divisão de Recursos Microbianos, CPQBA/UNICAMP, permitiu a 

identificação de nove diferentes grupos taxonômicos em amostras de óleo provenientes de 
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poços profundos com diferentes graus de biodegradação (não biodegradado e altamente 

biodegradado) da Bacia de Campos (SETTE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008). Estes 

micro-organismos mostraram-se relacionados a Acidithiobacillus ferrooxidans, Arcobacter, 

Alicyclobacillus acidoterrestris, Bacillus, Acinetobacter, Halanaerobium, Leuconostoc, 

Marinobacter, Rhodococcus, Streptomyces, Propionibacterium e Streptococcus, pertencendo 

a quatro classes dentro do Domínio Bactéria: Firmicutes (Gram positivas de baixo conteúdo 

de GC); Actinobacteria (Gram positivas de alto conteúdo de GC); γ-Proteobacteria e ε-

Proteobacteria. Foi verificado que alguns destes grupos de micro-organismos eram exclusivos 

da amostra de óleo degradada, como os gêneros Acinetobacter, Bacillus e Streptococcus. 

Destes, membros dos gêneros Acinetobacter e Bacillus têm sido associados com petróleo e 

degradação de hidrocarbonetos em muitos outros estudos (NAZINA et al., 2002; SAADOUN, 

2002; BACH et al., 2003; LU et al., 2003). Os resultados obtidos com a estratégia 

independente de cultivo permitiram obter uma ampla perspectiva da diversidade, assim como 

da abundância, dos grupos microbianos presentes nas amostras de água e óleo originadas dos 

reservatórios de petróleo. Além disso, estudos de degradação realizados com bactérias 

isoladas das mesmas amostras de água de formação e óleo, revelaram a recuperação de 

bactérias com capacidade de degradar diferentes biomarcadores do petróleo 

(VASCONCELLOS et al., 2009).  

A determinação da presença ou ausência de bactérias em reservatórios de petróleo 

poderia ajudar na elaboração de medidas de prevenção de problemas associados com a 

biocorrosão de equipamentos, biotransformação e biodeterioração dos óleos, e o 

conhecimento sobre sua ecologia poderia auxiliar a elucidar os mecanismos que governam a 

degradação do óleo nos reservatórios.  

 

2.2 Biodegradação microbiana do petróleo 

O petróleo é uma mistura complexa de vários compostos orgânicos e de alto conteúdo 

de energia (VAN HAMME et al., 2003). Os hidrocarbonetos de petróleo podem ser 

classificados em quatro classes principais: (i) saturados, (ii) aromáticos, (iii) asfaltenos e (iv) 

resinas (LEAHY e COLWELL, 1990). Os hidrocarbonetos saturados, menos polares, são 

mais abundantes, seguidos pelos compostos aromáticos. Os menos abundantes são as resinas, 

mais polares, e facilmente adsorvidas à matriz da rocha do reservatório (MELO et al., 2001). 
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Desde o início da produção de óleo comercial, cerca de 140 anos atrás, os engenheiros 

do petróleo têm enfrentado problemas causados por micro-organismos presentes nos sistemas 

de produção do petróleo (MAGOT et al., 2000).  

Grande parte dos recursos petrolíferos do planeta é constituída por óleo pesados, ou 

seja, que sofreram biodegradação (RÖLING et al., 2003). Vários são os fatores que 

influenciam a biodegradação dos hidrocarbonetos de petróleo, incluindo tanto fatores físico-

químicos, como pH do meio, teor de matéria orgânica, composição química do 

hidrocarboneto e temperatura, quanto fatores biológicos, como distribuição de micro-

organismos no meio, adaptação fisiológica e metabólica e composição das comunidades de 

micro-organismos degradadores (MELO et al., 2001). 

Dependendo de sua densidade (gravity), os óleos são classificados pelo American 

Petroleum Institute – API – em vários graus (specific gravity), sendo que os com maior 

graduação são os melhores, ou seja, como exemplo, um óleo de 17º API é muito pesado e um 

de 30º API é mais leve. Alguns fatores afetam o grau de API dos óleos, como: idade 

geológica, profundidade do reservatório, tectonismo, salinidade e teor de enxofre (CORRÊA, 

2003).  

Os óleos podem também ser caracterizados como biodegradados e não biodegradados 

e classificados de acordo com seu grau de biodegradação pela análise da distribuição dos 

hidrocarbonetos usando os critérios propostos por Peters e Moldowan (1993). Brevemente, 

estes critérios são baseados no desaparecimento de certas classes de hidrocarbonetos dos 

óleos, dependendo de sua susceptibilidade à biodegradação. Os n-alcanos são os mais 

susceptíveis, seguidos dos alcanos com ramificações simples, enquanto que os alcanos 

policíclicos são geralmente os mais resistentes. Na escala de 0 a 10, o nível 0 corresponde ao 

óleo não degradado, o nível 1 representa alguma remoção de n-alcanos, níveis 2 e 3 

correspondem a uma maior remoção de n-alcanos, isoalcanos e alcanos isoprenóides, níveis 4 

e 5 correspondem à completa remoção de n-alcanos, depleção de isoprenóides acíclicos e 

alguma remoção de hidrocarbonetos cíclicos e policíclicos, incluindo os aromáticos, os níveis 

6 a 10 representam a degradação severa do óleo, com a destruição dos esteranos regulares e 

alteração da distribuição dos hidrocarbonetos policíclicos hopanos.  

Os efeitos da biodegradação na composição e propriedades físico-químicas de óleos 

brutos e gases naturais são bem conhecidos e levam à diminuição do teor de hidrocarbonetos 

saturados, ao aumento da densidade dos óleos, conteúdo de enxofre, acidez, viscosidade, 

conteúdo de metais e ainda a diminuição do grau API (HEAD et al., 2003).  
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Do ponto de vista econômico, estas alterações nas propriedades dos óleos acarretam 

uma diminuição significativa do seu potencial de refino, biocorrosão de equipamentos e 

tubulações e produção de compostos indesejados (polímeros, gomas, ácidos orgânicos e H2S), 

que podem causar a biodeterioração dos óleos (CORD-RUWICH et al., 1987; HEAD et al., 

2003). 

Devido à complexidade química do petróleo, uma só espécie de micro-organismo não 

é capaz de promover a degradação completa da mistura, sendo necessária a atuação de 

consórcios microbianos munidos de uma ampla variedade enzimática capaz de agir sobre 

moléculas de hidrocarbonetos alifáticos de cadeias longas, curtas, lineares e/ou ramificadas 

(WATKINSON e MOEGAN, 1990) e compostos aromáticos (e.g., benzeno, tolueno, 

naftaleno) (OKERENTUNGBA e EZERONYE, 2003; KANALY e HARAYAMA, 2000). 

Alguns são co-metabolizados, situação em que enzimas de outras vias metabólicas atuam 

sobre compostos não-alvo, gerando modificações químicas nas moléculas (PRITCHARD et 

al., 1995). Os produtos de uma biotransformação podem servir como fonte de carbono e 

energia para outras espécies da comunidade (SCHWARTZ e LITSKY, 1976; RÖLING et al., 

2003). 

As bactérias perfazem grande parte da microbiota com potencial degradativo em 

reservatórios de petróleo. Adaptações fisiológicas e genéticas desses organismos que 

permitem a biodegradação de hidrocarbonetos podem ser repassadas à descendência ou 

disseminadas via transferência lateral, como por exemplo, genes catabólicos com localização 

plasmidial (OKERENTUNGBA e EZERONYE, 2003). 

Estudos recentes catalogaram mais de 47 gêneros de bactérias capazes de 

biotransformar petróleo e derivados, incluindo isolados de ambientes terrestres e marinhos 

contaminados com petróleo, tal como Achromobacter, Acinetobacter, actinomicetos, 

Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia e Pseudomonas (MELO et al., 

2001).  

Estudos de genes associados a vias de degradação de componentes do petróleo têm se 

intensificado (ZYLSTRA e GIBSON, 1991; HAMANN et al., 1999). A degradação de 

compostos aromáticos é bem representada pelo tolueno que, certamente, possui a via mais 

estudada (ZYLSTRA e GIDSON, 1991). Essa via se inicia pela adição de oxigênio na posição 

2,3 do anel aromático por uma dioxigenase. Em seguida, ocorre uma desidrogenação, 

originando catecol e a clivagem do anel, resultando, como produto final, o ácido 

clorobenzóico (KANALY e HARAYAMA, 2000). 
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Em Pseudomonas putida DOT-T1, Mosqueda et al. (1999) descreveram a via 

metabólica do tolueno com 13 genes divididos em dois operons: todXFC1C2BADEGIH e 

todST, com uma sequência de nucleotídeos de aproximadamente 15 Kb. 

Outras vias relacionadas à degradação de compostos aromáticos foram relatadas em 

Pseudomonas putida BE81, (genes bnz, degradação de benzeno) e Pseudomonas sp. mt-2 

(operon xyl, degradação de xileno), e em outros gêneros bacterianos (PRITCHARD, et al., 

1995; OTHA et al, 2001; VAN HAMME et al., 2003). 

Além de hidrocarbonetos aromáticos, vias degradativas de alcanos são bastante 

estudadas (VAN BEILEN et al., 2002). Os alcanos são hidrocarbonetos saturados que 

perfazem grande parte da composição do petróleo (MELO et al., 2001), de onde é retirada a 

fração correspondente à gasolina. Nesta classe encontram-se, ainda o metano (CH4), etano 

(C2H6), propano (C3H8) e butano (C4H10) (CHAPMAN, 1983). 

A via de degradação dos alcanos consiste em um sistema de hidroxilases formado 

basicamente por três componentes enzimáticos: hidroxilase de alcano (AlkB), rubredoxina 

(AlkG) e rubredoxina redutase (AlkT). A  AlkB é uma proteína de membrana que potencializa 

a reação de hidroxilação. Essa proteína é codificada pelo gene alkB, com aproximadamente 

1,2 kb, o qual tem sido detectado em uma larga fração de micro-organismos de ambientes 

contaminados por óleo, sendo marcante no gênero Pseudomonas (SMITS et al., 2002). Por 

esse motivo, podemos inferir que o gene alkB é um potencial marcador molecular de 

contaminação ou de processos biodegradativos de petróleo, podendo ser utilizado em estudos 

de prospecção em amostras de petróleo bruto. 

 A biodegradação aeróbia de n-alcanos se inicia pela atividade de uma monoxigenase, a 

qual introduz um grupo hidroxila na cadeia alifática. Os principais intermediários da 

degradação de alcanos são ácidos graxos, os quais são produzidos a partir de alcanóis, via 

aldeídos. Estes ácidos podem ser decompostos por rotas biossintéticas típicas de degradação 

de ácidos carboxílicos, em que a molécula é quebrada em ácidos menores. Ácidos graxos 

podem servir como fontes de carbono para bactérias de uma comunidade, podendo aumentar 

o índice de degradação de hidrocarbonetos (BERTHE-CORTI e HÖPNER, 2005). 

A capacidade metabólica de uma comunidade é meramente um efeito aditivo da 

habilidade de cada membro deste consórcio a degradar diferentes compostos de uma mistura, 

como por exemplo, o petróleo. 

A degradação anaeróbia de tolueno por culturas puras de bactérias redutoras de sulfato 

e bactérias desnitrificantes levam ao acúmulo de seus produtos finais reacionais, ou seja, 
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benzilsuccinato e benzilfumarato (EVANS et al., 1992). Da mesma forma, a degradação de m- 

ou o-cresol, por bactérias desnitrificantes leva ao acúmulo de 4-hidroxi-3-metil-benzoato e 4-

hidroxi-2-metil-benzoato, respectivamente (RUDOLPHI et al., 1991). No entanto, estes 

metabólitos microbianos não são encontrados sob condições naturais, ou seja, nos 

reservatórios de petróleo, podendo-se afirmar que quando em comunidades microbianas, estes 

produtos podem servir como substratos ao crescimento de outras espécies, tanto aeróbias, 

quanto anaeróbias, as quais, por sua vez, levariam à completa mineralização do substrato 

original. 

 

2.3 Degradação de hidrocarbonetos e sua aplicação biotecnológica 

Os hidrocarbonetos de petróleo são os contaminantes mais amplamente distribuídos 

em quase todos os ecossistemas. Atmosfera, solos, águas superficiais e subterrâneas e 

ambientes marinhos têm sido continuamente afetados pela poluição produzida durante a 

extração, refino, transporte e uso do petróleo (MARGESIN et al., 2003; LE BORGNE et al., 

2008).  

O petróleo contém uma mistura de centenas de compostos individuais, os quais são 

geralmente agrupados em quatro frações de acordo com sua solubilidade em solventes 

orgânicos: hidrocarbonetos saturados, hidrocarbonetos aromáticos, resinas e asfaltenos 

(SUGIURA et al., 1997). Marshall e Rogers (2003) contribuíram para a determinação da 

complexidade da composição do petróleo com a identificação de mais de 17.000 compostos 

químicos distintos através de espectrofotometria de massas de alta resolução.  

A poluição ambiental com hidrocarbonetos de petróleo, estimada em vários milhões de 

toneladas por ano (XU et al., 2008), tornou-se um problema grave em todo o mundo. A 

limpeza destes locais poluídos pode ser realizada por micro-organismos degradadores de 

petróleo, processo conhecido como biorremediação, o que constitui uma alternativa biológica 

para a descontaminação de locais impactados com petróleo (VAN HAMME et al.,  2003). A 

biorremediação é baseada na habilidade metabólica de micro-organismos para transformar ou 

mineralizar contaminantes orgânicos em substâncias menos nocivas, as quais são logo 

integradas aos ciclos naturais biogeoquímicos. A intensidade da biodegradação é influenciada 

por vários fatores, tais como nutrientes, oxigênio, pH, composição, concentração e 

biodisponibilidade dos contaminantes, assim como pelas características físicas e químicas do 

ambiente contaminado (MARGESIN e SCHINNER, 2001). Vários autores também têm 
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apontado que as frações constituintes do petróleo apresentam suscetibilidade diferenciada à 

biodegradação. A degradação ocorre primeiramente em direção aos n- e iso-alcanos, em 

seguida aos ciclo-alcanos de 1 a 3 anéis aromáticos e, finalmente, em direção aos poli-

aromáticos, asfaltenos e resinas (SUGIURA et al., 1997; CAPELLI et al., 2001).  

Muitos ambientes são caracterizados por baixas ou elevadas temperaturas, pH ácidos 

ou alcalinos, anaerobiose, altas concentrações de sais ou pressão. Os micro-organismos 

denominados extremófilos estão adaptados a crescer e proliferar sob estas condições 

diferentes e constituem, portanto, importantes fontes de arsenais enzimáticos únicos, 

resistentes a condições extremas. Os reservatórios de petróleo constituem, em geral, um 

habitat natural de micro-organismos extremófilos, os quais suportam elevada pressão, 

temperatura, anóxia, salinidade, escassez de nutrientes, entre outras condições adversas.  

Os micro-organismos extremófilos degradadores de hidrocarbonetos são candidatos 

ideais para o tratamento biológico de locais poluídos (MARGESIN e SCHINNER, 2001). 

Além disso, as vias de degradação também são importantes como fontes de novas atividades 

catalíticas úteis em química verde e biotecnologia branca (GALVÃO et al., 2005). Portanto, o 

potencial biocatalítico de linhagens microbianas derivadas de ambientes extremos vem 

ganhando crescente interesse, sendo que a identificação de novos compostos e rotas 

metabólicas, incluindo a caracterização molecular e bioquímica de componentes celulares, 

vêm estimulando estudos microbiológicos destes nichos e representam uma fonte inovadora 

para a investigação dos processos biocatalíticos, os quais constituem uma ferramenta 

biotecnológica de elevado valor industrial e ambiental. 

 

2.4 Técnicas moleculares e a caracterização da diversidade microbiana 

Nos últimos anos, as técnicas moleculares têm movimentado os laboratórios 

especializados em sistemática microbiana. Os dados moleculares, particularmente referentes 

às sequências de RNAr 16S, têm sido utilizados na descrição de novas espécies, 

complementando a análise de % mol G+C do DNA (COENYE et al., 2005).  

A correta identificação e classificação de micro-organismos é de extrema importância 

prática, não só no aspecto clínico mas também na fitopatologia, biotecnologia e estudos 

ambientais. Os métodos usados na discriminação de gêneros, espécies e estirpes de micro-

organismos podem ser divididos em métodos fenotípicos e genotípicos. Os métodos 

fenotípicos baseiam-se em fenômenos bioquímicos, fisiológicos e biológicos, enquanto os 
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métodos genotípicos detectam polimorfismos ao nível dos ácidos nucléicos, ou variação 

alélica ao nível de enzimas. 

A tipagem de micro-organismos, isto é, a capacidade de identificação em nível da 

espécie e de discriminação entre indivíduos da mesma espécie apresentou grandes avanços 

nos últimos anos, tendo sido apoiada por uma série de novos métodos que fazem uso da 

variação encontrada no DNA destes micro-organismos. O desenvolvimento de técnicas 

moleculares de tipagem de micro-organismos abriu novas possibilidades nos campos da 

classificação, identificação e diagnóstico (TOWNER e COCKAYNE, 1993). 

A taxonomia molecular baseada no estudo das moléculas de DNA e RNA pode levar à 

inferência de relações evolutivas sobre grupos de bactérias, complementando as 

características fenotípicas e resolvendo muitos problemas polêmicos de identificação e 

classificação de diversos grupos taxonômicos complexos (WOESE, 1987).  

Nas últimas duas décadas, têm sido descritas variações no método básico de PCR 

(Polymerase Chain Reaction) (MULLIS e FALOONA, 1987), utilizadas com acuidade no 

diagnóstico, quantificação, caracterização e identificação de micro-organismos e da atividade 

dos mesmos. Em estudos de diversidade de micro-organismos a técnica de PCR é utilizada em 

várias metodologias como a análise de restrição do DNA ribossômico amplificado (ARDRA – 

Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis), polimorfismo dos espaçadores (IGS – 

intergene sequences) do DNA ribossômico, DGGE (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoreis), TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis), PCR-SSCP (Single-

Strand-Conformation Polymorphism), PCR de sequências repetitivas de DNA (rep-PCR 

usando primers REP, ERIC ou BOX), PCR com primers randômicos (RAPD, AP-PCR) e 

AFLP (Amplified Fragment Lengh Polymorphism) (TOWNER e COCKAYNE, 1993).  

Ainda, o aumento na velocidade e acuidade da técnica de sequenciamento de ácidos 

nucléicos, associado ao método de PCR é o mais importante avanço nos estudos de 

sistemática microbiana. 

A escolha do método a ser aplicado deve ser feita de acordo com a finalidade 

pretendida (e.g. identificação, diferenciação), entre outros aspectos, como reprodutibilidade, 

poder discriminatório, custos envolvidos, etc. 

Em genética de populações e ecologia microbiana, as técnicas moleculares geram 

dados para estudos da distribuição natural das bactérias no ambiente. Pesquisas realizadas na 

última década demonstraram que menos de 10% dos micro-organismos presentes na natureza 

foram caracterizados e descritos utilizando métodos de plaqueamento seletivo, indicando que 
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apenas uma pequena fração da diversidade microbiana no ambiente é cultivável (STALEY e 

KONOPKA, 1985).  

O desenvolvimento de metodologias moleculares independentes de cultivo, baseadas 

na extração direta de ácidos nucléicos de amostras ambientais, associadas às técnicas de PCR 

(Polymerase Chain Reaction), clonagem e sequenciamento, vem permitindo a descoberta de 

novos grupos de organismos nunca antes cultivados (PACE, 1996; HUGENHOLTZ et al., 

1998). Estas técnicas moleculares têm sido cada vez mais utilizadas como ferramenta para a 

avaliação da diversidade de micro-organismos em amostras ambientais, contornando os 

problemas associados aos métodos de isolamento e cultivo tradicionais (COUTINHO et al., 

2001).  

Entretanto, vários autores têm demonstrado que a abordagem polifásica para estudo de 

comunidades microbianas, ou seja, que combina o uso de técnicas tradicionais de isolamento 

e cultivo com metodologias independentes de cultivo, é a mais adequada para uma avaliação 

mais abrangente da diversidade microbiana em amostras ambientais, incluindo petróleo, solos, 

sedimentos, dentre outras, uma vez que permite a recuperação de diferentes grupos 

microbianos a partir do ambiente (SETTE et al., 2007; KASTER et al., 2009; CHANDLER et 

al., 1997; STEPHEN et al., 1996). 
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3 OBJETIVOS 

• Caracterização taxonômica da fração cultivada da comunidade de bactérias de 

amostras de água-de-formação e óleos brutos originadas de poços de campos 

petrolíferos biodegradados e não-biodegradados da Bacia de Campos (RJ); 

• Avaliação funcional dos isolados quanto à capacidade de degradação de 

hidrocarbonetos do petróleo. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

O presente estudo foi desenvolvido no âmbito da segunda fase do projeto CTPETRO 

“Caracterização de processos biogeoquímicos em acumulações de petróleo”, financiado 

pela Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) e Petrobras e desenvolvido na Divisão de 

Recursos Microbianos (CPQBA), em parceria com o Instituto de Química da Universidade de 

Campinas (UNICAMP). 

 

4.1 Linhagens de bactérias 

As bactérias investigadas no presente estudo foram isoladas pelo nosso grupo de 

pesquisa em trabalhos anteriores a partir de amostras de petróleo e água de formação 

coletadas de cinco poços em produção na Plataforma Pampo, Bacia de Campos (Macaé, Rio 

de Janeiro) (Figura 2). A coleta foi realizada em parceria com a equipe técnica da Petrobras 

(CENPES).  

 

4.1.1 Características geológicas e geoquímicas da área de coleta dos óleos 

A Bacia de Campos cobre uma área aproximada de 100.000 km2, principalmente na 

parte costa afora até a isóbata de 3.400m, e é a bacia mais prolífica do Brasil. Possui 

aproximadamente 85% das reservas brasileiras confirmadas de petróleo e 40% das de gás 

(JAHNERT et al., 1998). A formação da Bacia de Campos está relacionada com a separação 

do supercontinente de Gondwana, que ocorreu no período Eocretáceo. Sua evolução 

tectonosedimentar pode ser dividida em três fases principais: fase rift, durante a qual ocorreu 

a deposição de rochas geradoras lacustres salinas (MOHIAK et al. 1989), transicional que 

engloba as litologias mais complexas da pilha sedimentar e na qual estão incluídas rochas 

siliciclásticas, margas, carbonatos e evaporitios, e drifte, que começou com a sedimentação de 

carbonatos de água rasa seguidos por sedimentos de águas profundas e culminando com uma 

sequência deposicional de raseamento ascendente (ASMUS e PONTE, 1973;  PONTE e 

ASMUS 1978; GUARDADO et al., 1989; RANGEL et al., 1994). 
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Figura 2. Mapa ilustrando a região da Bacia de Campos, a seta vermelha indica a plataforma Pampo 

onde foi realizada a coleta. 
                FONTE: Guardado et al., 1989. 
 

Estes poços diferem em características como temperatura, profundidade e nível de 

degradação dos óleos (Tabela 1). Também foi coletada uma amostra de água de formação. 

Cada amostra foi coletada em triplicata utilizando-se garrafas Schott esterilizadas de 500 mL. 

Estas foram transportadas ao laboratório e mantidas à temperatura ambiente. 

 

Tabela 1 - Características do poço de origem na Bacia de Campos (RJ). 

Reservatórios 

de petróleo 

P1 P2 P3 P4 P5 

Nível de 

biodegradação 

Não 

biodegradado 

Altamente 

biodegradado 

Moderadamente 

biodegradado 

Altamente 

biodegradado 

Não 

biodegradado 

Temperatura 82 ºC 71 ºC 62 ºC 62 ºC 85 ºC 

Profundidade 2405-2588 m 1988-2222 m 3023 m 2066 m 3070-3286 m 

FONTE: Petrobras 
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4.1.2 Isolamento e repique das bactérias 

As bactérias analisadas no presente trabalho foram isoladas em estudos prévios a partir 

das amostras descritas acima e depositadas no acervo de pesquisa da Coleção Brasileira de 

Micro-organismos de Ambiente e Indústria (CBMAI/UNICAMP). Estes isolamentos foram 

realizados por outros alunos, no âmbito do Projeto CTPETRO “Caracterização de processos 

biogeoquímicos em acumulações de petróleo” – Fase II (CRUZ et al., 2010). Os repiques 

foram feitos a partir dos isolados de bactérias conservados em ultrafreezer a -80 ºC em meios 

apropriados acrescidos de glicerol (Tabela 2). Após o período de crescimento de 48 horas, foi 

checada a pureza das culturas através de análise microscópica (coloração de Gram) e 

macroscópica (morfologia das colônias). As denominações dos isolados, os meios utilizados, 

a temperatura de incubação e o poço de origem estão listados na Tabela 3.  
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Tabela 2 - Meios de cultivo usados e sua composição. 

Meio Composição Formulação g/L  

Nutriente Agar - NA  
CM 0003 
Oxoid LTD Basingstoke, Hampshire, 
England. 
pH 7,4 ± 0,2 

Extrato de carne                            
Extrato de levedura 
Peptona                                           
Cloreto de sódio                              
Agar                           
*NaCl                   

1,0  
2,0  
5,0  
5,0  
15,0  
15,0 

Tryptone Soya Agar –TSA 
CM 0129 
Oxoid LTD Basingstoke, Hampshire, 
England. 
pH 7,3 ± 0,2 
 

Caseína pancreática                       
Papaína de soja                                
Cloreto de sódio                                
Fosfato de potássio dibásico             
Glicose                                               
Agar                                                

17,0   
3,0  
5,0  
2,5  
2,5  
15,0   

Brain Heart Infusion – BHI 
CM 225 
Oxoid LTD Basingstoke, Hampshire, 
England. 
pH 7,4 ± 0,2 
 

Infusão de cérebro de bezerro         
Infusão de coração de boi                  
Proteose peptona                             
Glicose                                                
Cloreto de sódio                                  
Fosfato de sódio dibásico                   

12,5  
5,0  
10,0  
2,0  
5,0   
2,5   

GYM 
Referência: DSMZ – Deutsche 
Sammuung Von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH, 
Braunschweig, Germany 
pH 7,2 ± 1,0 

Glicose                                              
Extrato de levedura                           
Extrato de malte                              
Carbonato de cálcio                          
Agar 
*NaCl                                                 

4,0   
4,0   
10,0  
2,0  
12,0   
15,0 

Peptona  5,0  

Extrato de levedura  1,0   
Citrato férrico  0,1  
Cloreto de sódio                           19,5  
Cloreto de magnésio                        8,8  
Sulfato de sódio                             3,2  
Cloreto de cálcio                             1,8  
Cloreto de potássio                       0,6  
Bicarbonato de sódio                   0,2  
Brometo de potássio                     0,1  
Cloreto de estrôncio                 0,03  
Acido bórico                              0,02 
Silicato de sódio                          0,004 
Fluoreto de sódio                        0,002 
Nitrato de amônio                        0,002 

Marine Agar – MA 
pH 7, ± 0,2 
 

Fosfato disódico                         0,008 

 Agar                                              15,0  

*NaCl acrescido.
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Tabela 3 - Origem das linhagens, meios de cultivo e temperatura de incubação. 

Linhagem Origem Meio de 
cultivo 

Linhagem Origem Meio de 
cultivo 

SG 24 P1 NA, 28 ºC SG 33 AF NA, 28 ºC 
SG 25 P1 NA, 28 ºC SG 34 AF NA, 28 ºC 
SG 26 P1 NA, 28 ºC SG 35 AF NA, 28 ºC 
SG 27 P1 NA, 28 ºC SG 36 AF NA, 28 ºC 
SG 40 P1 NA, 28 ºC SG 41_1 AF NA, 28 ºC 

SG 47_1 P1 NA, 28 ºC SG 41_2 AF TSA, 28 ºC 
SG 47_2 P1 NA, 28 ºC SG 42_1 AF NA, 28 ºC 

P1_1 P1 TSA, 35 ºC SG 43_1 AF NA, 28 ºC 
P1_4 P1 TSA, 28 ºC SG 43_2 AF TSA, 28 ºC 
SG 4 P2 NA, 28 ºC SG 46 AF NA, 28 ºC 
SG 5 P2 NA, 28 ºC SG 54_1 AF NA, 28 ºC 
SG 6 P2 NA, 28 ºC SG 54_2 AF NA, 28 ºC 

SG 20 P2 NA, 28 ºC SG 55 AF NA, 28 ºC 
SG 21 P2 NA, 28 ºC SG 56 AF NA, 28 ºC 
SG C P2 NA, 28 ºC SG 57 AF NA, 28 ºC 
P2_1 P2 MA, 35 ºC SG 58_1 AF NA, 28 ºC 
P2_2 P2 TSA, 50 ºC SG 58_2 AF NA, 28 ºC 
SG 3 P3 NA, 28 ºC SG 61 AF NA, 28 ºC 

SG 15 P3 NA, 28 ºC SG 62 AF NA, 28 ºC 
SG 23_2 P3 TSA, 28 ºC AF 5 AF TSA, 35 ºC 

SG 49 P3 NA, 28 ºC AF 6 AF TSA, 35 ºC 
SG 1 P4 NA, 28 ºC AF 8 AF TSA, 35 ºC 
P4_1 P4 MA, 35 ºC AF 9 AF MA, 35 ºC 
P4_3 P4 TSA, 35 ºC AF 10 AF MA, 35 ºC 
P4_4 P4 MA, 35 ºC AF 12 AF TSA, 35 ºC 
P4_5 P4 GYM, 35 ºC  AF 13 AF TSA, 35 ºC 
SG 2 P5 NA, 28 ºC AF 14 AF TSA, 35 ºC 

SG 50 P5 NA, 28 ºC AF 16 AF TSA, 28 ºC 
SG 51_1 P5 NA, 28 ºC AF 17 AF TSA, 28 ºC 
SG 51_2a P5 NA, 28 ºC AF 18 AF MA, 28 ºC 

SG 52 P5 TSA, 28 ºC AF 19 AF MA, 35 ºC 
SG 59 P5 NA, 28 ºC AF20 AF MA, 35 ºC 
P5_3 P5 TSA, 28 ºC AF 21 AF MA, 35 ºC 
SG 7 AF NA, 28 ºC AF 26 AF MA, 35 ºC 
SG 8 AF NA, 28 ºC AF 27 AF MA, 35 ºC 
SG 9 AF NA, 28 ºC AF 28 AF MA, 50 ºC 

SG 10 AF NA, 28 ºC AF 29 AF MA, 50 ºC 
SG 11 AF NA, 28 ºC AF 30 AF MA, 28 ºC 

SG 12_1 AF NA, 28 ºC AF 32 AF MA, 35 ºC 
SG 12_2 AF NA, 28 ºC AF 33 AF MA, 35 ºC 

SG 13 AF NA, 28 ºC AF 34 AF MA, 35 ºC 
SG 14 AF NA, 28 ºC AF 35 AF MA, 35 ºC 
SG 16 AF NA, 28 ºC AF 39 AF MA, 35 ºC 
SG 18 AF NA, 28 ºC AF 40 AF MA, 50 ºC 
SG 28 AF NA, 28 ºC AF 43 AF TSA, 35 ºC 
SG 29 AF NA, 28 ºC AF 44 AF GYM, 28 ºC 
SG 30 AF BHI, 28 ºC AF 45 AF GYM, 28 ºC 
SG 31 AF NA, 28 ºC AF 46 AF GYM, 28 ºC 
SG 32 AF NA, 28 ºC AF 47 AF MA, 35 ºC 
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4.2 Extração do DNA 

O DNA genômico das 98 bactérias isoladas de amostras de óleo e água de formação 

provenientes dos reservatórios de petróleo foi extraído de acordo com os protocolos descritos 

por Pitcher et al. (1989), Young e Blakesley (1991) e Pospiech e Neumann (1995). Os 

resultados da extração foram visualizados em gel de agarose 0,8% corados com brometo de 

etídio (0,1 µg/mL) em transiluminador UV. A estimativa da concentração do DNA total dos 

isolados foi realizada utilizando-se o DNA intacto do fago lambda como padrão de 

concentração. 

 

4.3 Amplificação do gene RNAr 16S  

O DNA obtido foi utilizado em reações de PCR para amplificação do DNAr 16S. O 

par de primers utilizado, homólogos a regiões conservadas do DNAr 16S para o Domínio 

Bacteria, foi o 27f [5’- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG - 3’] (LANE, 1991) e o 1401r 

[5’- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG- 3’] (HEUER et al., 1997), e o programa 

de amplificação utilizado consistiu de 1 ciclo a 95 oC por 2 minutos; 30 ciclos a 94 oC por 

1 minuto, 55 oC por 1 minuto e 72oC por 3 minutos; e 1 ciclo de extensão final a 72 oC por 3 

minutos. Foram utilizadas alíquotas de 50 a 100 ng de DNA genômico, em reações de 50 µL 

contendo 2,0 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen); 1 × Tampão da Taq (Invitrogen); 1,5 

mM de cloreto de magnésio, 0,2 mM de uma mistura de dNTPs e 0,4 µL de cada primer. Os 

resultados de amplificação dos fragmentos do gene RNAr 16S foram confirmados em géis de 

agarose 1%, corados com brometo de etídio (0,1 µg/mL)  

 

4.4 ARDRA 

A metodologia de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) foi 

empregada a fim de se detectar perfis de bandas representativos de grupos taxonômicos 

potencialmente distintos para posterior sequenciamento do gene DNAr 16S e inferência 

filogenética. Os produtos de amplificação do gene RNAr 16S foram utilizados em reações 

independentes de restrição enzimática, empregando-se 3 enzimas MSPI, HaeIII e AluI (GE 

Healthcare), as quais reconhecem sítios distintos de quatro pares de bases na sequência de 

DNA. Cerca de 5 µL (~ 0,5 a 1,0 µg) do produto de PCR foram adicionados a um volume 

final de reação de 10 µL contendo 3 U de enzima e 1,0 µL de tampão da enzima (10 ×). O 

tempo de incubação da reação foi de 2 horas a 37 ºC. Os produtos da restrição enzimática de 
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cada isolado foram submetidos à eletroforese cujas condições foram 120 V por 2h 40min, 

onde todo o volume da reação (10 µL) foi aplicado em um gel de agarose 2,5% corado com 

brometo de etídio. Os perfis de bandas polimórficos foram visualizados em transiluminador 

UV e documentados utilizando-se o equipamento UVP BioImaging Systems (UVP, Upland, 

CA, USA).  

 

4.5 Sequenciamento 

Os produtos de PCR do DNAr 16S dos isolados que apresentaram perfis de restrição 

(ARDRA) distintos, levando-se em consideração as três enzimas utilizadas, foram purificados 

utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA and gel band purification kit, GE Healthcare) e 

submetidos ao sequenciamento em sequenciador automático (MegaBace 500, GE Healthcare). 

As reações de sequenciamento foram realizadas com o Kit DYEnamic ET Dye Terminator 

Cycle Sequencing Kit for MegaBace DNA Analysis Systems (GE Healthcare), segundo 

especificações do fabricante. Os primers utilizados para o sequenciamento foram 10f (5´ - 

GAG TTT GAT CCT GGC TCA G  - 3´) (LANE, 1991); 782r (5´ - ACC AGG GTA TCT 

AAT CCT GT  - 3´) e 1100r  (5´ - AGG GTT GGG GTG GTT G - 3´) (LANE, 1991). 

 

4.6 Análise Filogenética  

As sequências parciais do gene RNAr 16S obtidas com cada primer foram montadas 

em um contig (sequência única combinando os diferentes fragmentos obtidos) com ajuda do 

programa phredPhrap (EWING et al., 1998) e comparadas com as sequências de RNAr 16S 

de organismos representados nas bases de dados Genbank (http://www.ncbi.nem.nih.gov) e 

RDP (Ribosomal Database Project, Wisconsin, USA, http://www.http://rdp.cme.msu.edu/), 

usando as rotinas BLASTn e Sequence Match, respectivamente. Foram então selecionadas 

diversas sequências de organismos relacionados ao organismo desconhecido para realização 

das análises filogenéticas. As sequências foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X 

(THOMPSON et al., 1997) e analisadas com o software MEGA v. 4 (TAMURA et al., 2007). 

As matrizes de distância evolutiva foram calculadas com o modelo de Kimura 2 p (1980) e a 

construção da árvore filogenética a partir das distâncias evolutivas foi feita pelo método de 

Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987), com valores de bootstrap calculados a partir de 

1000 replicatas, utilizando as rotinas incluídas no software MEGA.  
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4.7 RAPD 

A técnica molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foi utilizada com 

o intuito de diferenciar geneticamente os isolados pertencentes à mesma espécie. Três dos seis 

primers listados a seguir foram utilizados para a tipagem dos isolados bacterianos, em reações 

independentes: UBC# 12 (5´ - CCT GGG TCC A - 3´), UBC# 25 (5´ - ACA GGG CTC A - 

3´), UBC# 31 (5´ - CCG GCC TTC C - 3´), UBC# 2 (5´ - CCT GGG CTT G – 3´), UBC # 4 

(5´- CCT GGG CTG G – 3´) e UBC # 15 (5´- CCTGGGTTTG – 3´) (Set 100/1; University of 

British Columbia, Vancouver, Canadá). Na reação utilizou-se 1 X do tampão da enzima Taq 

DNA polimerase (Invitrogen); 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, 1 µM do primer, 2 U de 

Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 5 ng de DNA genômico. O programa de amplificação 

consistiu de 1 ciclo de 2min. a 95 ºC, 30 ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30s a 36 ºC e 1min. a 

72 ºC e um ciclo final de extensão a 72 ºC por 3min. Os primers utilizados foram 

selecionados dentre aqueles que geraram maior diversidade de perfis para os isolados, em 

teste preliminar realizado. Os produtos das reações foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 1,5% corado com brometo de etídeo, em condições de corrida a 100 V por 2h 30min. 

Os perfis de bandas polimórficos foram visualizados em transiluminador UV e documentados 

utilizando-se o equipamento UVP BioImaging Systems (UVP, Upland, CA, USA). 

 

4.8 Análise dos fingerprints 

As imagens digitalizadas dos géis obtidos com os métodos ARDRA e RAPD foram 

analisadas com o auxílio do programa Gelcompar v. 4.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). 

A similaridade entre os isolados foi calculada a partir dos géis através da comparação dos 

perfis de bandas utilizando o coeficiente de correlação de Pearson (1926). Os dendrogramas 

de similaridade foram construídos através do uso do algoritmo de agrupamento UPGMA. O 

valor de ≥70% de similaridade foi utilizado como valor de corte para o estabelecimento de 

clusters de ARDRA. Este valor foi escolhido com base na análise visual dos géis e a coerência 

dos clusters como representantes de grupos taxonômicos distintos foi determinada através do 

sequenciamento e análise filogenética de alguns dos isolados. No caso das análises dos 

fingerprints genéticos obtidos por RAPD, o valor de ≥75 a 80% de similaridade foi utilizado 

como valor de corte para se considerar os isolados como geneticamente idênticos (BRAAK et 

al., 2000).  
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4.9 Triagem enzimática de alto desempenho (HTS – High Throughput Screening) 

Os isolados obtidos foram avaliados nos ensaios de triagem enzimática para as 

atividades de hidrolases (lipases, esterases e epóxido-hidrolases) e monoxigenases (Figura 3). 

Aqueles que apresentaram os melhores resultados de atividade biocatalítica nestes ensaios 

foram selecionados para os experimentos convencionais de biodegradação. Estes 

experimentos foram realizados no Laboratório de Química Orgânica do Instituto de Química, 

UNICAMP, sob supervisão da Profa. Dra. Anita J. Marsaioli. 

Para os ensaios de triagem enzimática, as bactérias foram cultivadas em meio sólido e 

incubadas de acordo com a Tabela 3. Após o crescimento, as culturas foram transferidas para 

microtubos para serem pesadas. As sondas para lipases (L1P1), esterases (ES1, ES2), 

epóxido-hidrolases (EP1, EP2) e monoxigenases (S1, S2, S3 e S4) (Figura 2) foram 

inicialmente solubilizadas em acetonitrila (H2O:CH3CN), fornecendo soluções estoque na 

concentração de 20 mM. Uma segunda diluição, a partir da solução estoque, foi realizada em 

(1:1, v/v), obtendo-se uma solução 2 mM de cada sonda, a qual constituiu a solução trabalho. 

A solução tampão borato 20 mM, pH 8,8, foi preparada segundo procedimento descrito no 

manual “Preparation of buffers for use in enzyme studies” (GOMORI, 2000). A solução de 

periodato de sódio (NaIO4 ) foi utilizada na concentração de 20 mM, preparada a partir da 

dissolução de 4,3 mg do reagente em 1 mL de água Milli-Q. É importante ressaltar que esta 

solução era preparada no momento da realização dos experimentos de HTS, não sendo 

permitido seu armazenamento. A solução de BSA (albumina de soro bovino) para a 

determinação da atividade de hidrolases foi preparada pela dissolução de 5 mg da proteína em 

1 mL de solução tampão borato, agitando-se suavemente de modo a não gerar emulsão. 

Previamente à realização dos ensaios, quantidade suficiente de solução tampão borato 20 mM 

pH 8,8 foi adicionado às células para o preparo das suspensões, de modo a obter-se a 

concentração final de 0,2 mg de células/mL.  

Para a detecção da atividade enzimática, alíquotas de 10 µL da solução dos substratos, 

na concentração de 2 mM, foram adicionadas a 80 µL de solução de BSA (5 mg/mL). 

Finalmente, 100 µL das suspensões de células microbianas e 10 µL de solução aquosa de 

NaIO4 2 mM foram adicionados às micro-reações. Controles negativos foram realizados 

substituindo a suspensão celular por solução tampão. Controles para a determinação da auto-

fluorescência do micro-organismo também foram realizados, substituindo-se 10 µL das 

soluções de sondas por solução tampão borato. Os controles positivos foram determinados 
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pela substituição de 10 µL das soluções de sondas por soluções dos produtos esperados a 

partir da liberação de umbeliferona, mantendo-se as mesmas condições reacionais de forma a 

verificar se as suspensões celulares não poderiam mascarar resultados positivos de atividade 

enzimática. 

As reações foram realizadas em microplacas de polipropileno com 96 cavidades 

(Costar 3363, fundo plano), as quais foram recobertas por tampa acrílica durante a aquisição 

da leitura de fluorescência, realizada à temperatura ambiente. 

As medidas de fluorescência, emitidas pelas reações enzimáticas microbianas, foram 

realizadas em espectrofotômetro Flashscan 530 Analytic Jena, com comprimento de onda de 

excitação de 365 ± 20 nm e leitura da fluorescência emitida em 460 ± 20 nm. O aumento dos 

valores de fluorescência emitida foi relacionado à liberação de umbeliferona no meio 

reacional e consequente atividade enzimática.  

Foram feitas três leituras de fluorescência, com intervalos de 3 minutos, realizadas em 

espectrofotômetro (Flashscan 530 Analytic Jena). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Substratos fluorogênicos avaliados nos ensaios de triagens enzimáticas dos isolados do   
petróleo. 
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4.10 Ensaios de biodegradação 

Para os ensaios de biodegradação de biomarcadores do petróleo, as bactérias foram 

inoculadas em erlenmeyers contendo 400 mL de meio de cultivo (Tabela 3), em triplicata, e 

incubadas em agitador rotacional a 150 rpm por 48h. Após o crescimento, as culturas 

microbianas foram centrifugadas (18 ºC / 5000 rpm / 20min) e o precipitado celular utilizado 

como inóculo para os ensaios de biodegradação.  

Os biomarcadores do petróleo avaliados foram fenantreno, 4-colesten-3-ona, ácido 

nonadecanóico, nonadecano e esqualano. Estes biomarcadores foram pesados (0,010 g) e, em 

seguida, homogeneizados em 300 µL de Tween 80, 300 µL de etanol absoluto e 400 µL de 

acetato de etila, totalizando 1 mL de solução.  

Solução de bicarbonato de sódio (10%) foi adicionada ao meio reacional como agente 

estabilizador do pH. Uma solução de vitaminas (VASCONCELLOS et al., 2009) também foi 

adicionada ao meio no intuito de ativar o crescimento microbiano e dar início à degradação ou 

biotransformação dos substratos avaliados.  

Os micro-organismos foram inoculados na concentração de 1,5 g de biomassa celular 

em 40 mL de meio mineral Zinder (ZINDER et al., 1984), o qual foi adicionado de 1% de 

solução de bicarbonato de sódio, solução de vitaminas e 0,02% do biomarcador (mg/mL). Os 

frascos foram inoculados em duplicata para cada tempo amostrado (0, 7, 14, 21 e 28 dias) e 

incubados em agitador rotacional 150 rpm.  

Os ensaios tiveram dois controles, um com o meio de cultivo, para detectar possível 

contaminação e outro chamado de controle de células mortas. Nesse controle as bactérias 

foram inoculadas no meio de cultivo Zinder e então foram submetidas à autoclavagem por 30 

minutos a 121 ºC. Após a autoclavagem foi conferida a integridade das bactérias através da 

coloração de Gram. Seguiu-se à adição ao meio mineral dos biomarcadores, bicarbonato de 

sódio e solução de vitaminas. Os ensaios foram incubados em agitador rotacional (100 rpm, 

28 ºC) por 28 dias. 

Após o período de incubação prosseguiu-se com a extração da fase orgânica. Na 

extração utilizou-se o volume total do erlenmeyer (40 mL) acrescido de NaCl, 20 mL de 

acetato de etila, agitação e separação das fases orgânica e aquosa (2x). A fase orgânica foi 

seca sobre sulfato de magnésio (MgSO4) e evaporada sob o fluxo de N2. O extrato obtido foi 

diluído em éter etílico e metilado por diazometano. O extrato metilado foi seco sob fluxo de 

N2, pesado e solubilizado em 1 mL de acetato de etila. A partir desta solução, foi feito o 
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cálculo (através da formula C1.V1 = C2.V2) determinando a massa necessária para obter-se 1 

mg/mL do extrato para injeção no CG-EM. Em seguida evaporou-se o solvente e adicionou-se 

1 mL de hexano. Utilizou-se heptadecano na concentração de 0,03 mg/m, como padrão 

interno para a quantificação da atividade biodegradadora dos micro-organismos, através de  

análises cromatográficas. 

Os índices de biodegradação foram obtidos por CG-EM, utilizando-se cromatógrafo 

gasoso HP6890, acoplado a detector de massas HP 5970-MSD, injetor tipo split (20:1), tendo 

He como gás de arraste, fluxo de 1 mL/min, coluna capilar de sílica fundida do tipo HP-5MS, 

cuja fase estacionária consiste de 5% de fenil metil silicone. Os dados foram adquiridos 

utilizando-se o modo SCAN e os valores de massa variaram entre 50 e 700 u.m.a. Tal 

metodologia de monitoramento dos ensaios de biodegradação CG-EM já é consolidada pelos 

componentes deste grupo de pesquisa, apresentando-se eficiente na quantificação e 

qualificação dos produtos gerados a partir do metabolismo microbiano de biomarcadores do 

petróleo. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Amplificação do gene RNAr 16S 

O DNA genômico obtido das linhagens bacterianas foi amplificado com sucesso 

utilizando-se o par de primers p27f e 1401r. Estes produtos de PCR foram a seguir 

submetidos à técnica de ARDRA a fim de selecionar as linhagens representativas de grupos 

taxonômicos potencialmente distintos para posterior sequenciamento do gene DNAr 16S e 

inferência filogenética. 

 

5.2 ARDRA, sequenciamento e análise filogenética 

A análise de ribotipagem do total de 98 bactérias isoladas das amostras de petróleo e 

água de formação foi conduzida em duas etapas. Na primeira etapa, 63 linhagens foram 

avaliadas, sendo que 17 grupos de ARDRA representativos de grupos taxonômicos 

potencialmente diferentes foram estabelecidos utilizando-se um valor de corte de 70% de 

similaridade (Figura 4).  

Os isolados AF 29, SG 47_1, SG 40 e SG 59 foram representantes únicos dos perfis 1, 

2, 3 e 4, respectivamente. Os isolados SG 10, SG 12_2, SG 6, SG 56, SG 62, SG 18, SG 13, 

SG 41_1, SG 41_2 foram os representantes do perfil 5. O perfil 6 foi representada pelos 

isolados SG 30, SG 43_2. O grupo de isolados com o perfil 7 incluiu as 3 linhagens: SG 5, SG 

61, SG 51_2. Os isolados SG 14, SG 27, SG 12_1, SG 28, SG 7, SG 33, SG 9, SG 11, SG 8, 

SG 16, SG 1, SG 3, SG 4, SG 2 representaram o perfil 8. O grupo com maior número de 

representantes foi o 9, sendo elas:  SG 54_1, SG 42_1, SG 54_2, SG 51_1, SG 46, SG 31, SG 

58_2, SG 32, SG 58_1, SG 49, SG 29, SG 43_1, SG 55, SG 26, SG 34, SG 35 e SG 36. Os 

isolados SG 47_2, e SG 57 formam os únicos representantes dos perfis 10 e 11 

respectivamente. O grupo com o perfil 12 foi formado por 4 linhagens: SG 20, SG 21, SG 15 

e SG C. A linhagem SG 52 foi a única representante do grupo 13, e as linhagens SG 24 e SG 

25 formaram o grupo 14. O isolado SG 23_2 foi o único representante do grupo 15 e os 

isolados AF 20, AF 40 apresentaram o perfil 16 e o isolado AF 46 representou o perfil 17 

(Figura 4). Os isolados identificados por sequenciamento do DNAr 16S foram: AF 29 do 

grupo 1, SG 47_1 do grupo 2, SG 40 do grupo 3,  SG 59 do grupo 4, SG 10 e SG 12_2 do 

grupo 5, SG 30 do grupo 6, SG 5 do grupo 7, SG 1 do grupo 8, SG 54_1 do grupo 9, SG 47_2 

e SG 57 dos grupos 10 e 11 respectivamente, SG 21 e SG C do grupo 12, SG 52 do grupo 13, 

SG 25 do grupo 14, SG 23_2 do grupo 15, AF 20 do grupo 16 e AF 46 do grupo 17 (Figura 

4).  
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A análise filogenética das sequencias de DNAr 16S dos isolados revelou que os 

ribotipos representavam, na verdade, 9 grupos taxonômicos diferentes. O isolado AF 29 

(perfil ARDRA 1) agrupou-se com as espécies de Halomonas shengliensis, Halomonas 

campisalis e Halomonas alimentaria (bootstrap 100%). O isolado SG 47_1 (perfil ARDRA 2) 

foi recuperado em um agrupamento suportado por alto valor de bootstrap (100%) juntamente 

com 2 linhagens de Achromobacter xylosoxidans, incluindo a linhagem tipo da espécie. Os 

isolados SG 40 e SG 59 (perfis ARDRA 3 e 4, respectivamente) agruparam-se com a espécie 

Stenotrophomonas maltophilia (bootstrap 100%). As bactérias SG 10 e SG 12_2, 

representantes do perfil ARDRA 5,  juntamente com os isolados SG 30, SG 5, SG 1, SG 

54_1, SG 47_2 e SG 57, representantes dos respectivos perfis ARDRA 6, 7, 8, 9, 10 e 11, 

mostraram-se proximamente relacionadas a diferentes linhagens de Bacillus pumilus 

(bootstrap de 99%). Os isolados SG C e SG 21 (perfil ARDRA 12) agruparam-se com 

Bacillus thuringiensis e Bacillus cereus (bootstrap 100%). A bactéria SG 52 (perfil ARDRA 

13) foi agrupada com Staphylococcus warneri e S. pasteuri (bootstrap 87%). O isolado SG 25 

(perfil ARDRA 14) agrupou com linhagens de Bacillus sphaericus (bootstrap 99%). A 

bactéria SG 23_2 foi recuperada em um agrupamento coeso com linhagens da espécie 

Bacillus simplex (bootstrap 100%). Por fim, os isolados AF 20 (perfil ARDRA 16) e AF 46 

(perfil ARDRA 17) foram recuperados juntamente com a linhagem tipo de Marinobacter 

lutaoensis (bootstrap 100%) (Figura 6). 

Na segunda etapa do trabalho, as 35 linhagens restantes foram analisadas pela 

metodologia de ARDRA, sendo que 14 grupos de ARDRA representativos de grupos 

taxonômicos potencialmente diferentes foram estabelecidos utilizando-se um valor de corte de 

70% de similaridade (Figura 5). Os isolados AF16, P4_3, P4_4, P4_5 e P4_1 foram os 

representantes do perfil 1. AF44 e AF45 foram os únicos representantes dos perfis 2 e 3, 

respectivamente. O perfil 4 teve como representantes: AF21, AF27, AF39, AF12, AF8, AF13, 

AF33 e AF26. Os isolados AF9, AF43 e P1_1 foram representantes únicos dos perfis 5, 6 e 7, 

respectivamente. O perfil 8 foi representado pelos isolados P5_3, AF10 e AF32. O isolado 

P2_1 foi o único representante do perfil 9. Os isolados P1_4 e P2_2 representaram o perfil 10. 

AF 35 foi o único representante do perfil 11. O grupo com o maior número de representantes 

foi o perfil ARDRA 12, o qual incluiu os isolados AF17, AF30, AF34, AF19, AF29, AF6, 

AF18, AF5 e AF14. Por fim os isolados AF28 e AF47 representaram respectivamente os 

perfis 13 e 14 (Figura 5).  
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Nesta etapa, foram selecionadas 20 bactérias para o sequenciamento, escolhidas como 

representantes dos perfis de agrupamento ARDRA, as quais incluíram: AF16, P4_3 e P4_1 do 

grupo 1, AF44 do grupo 2, AF45 do grupo 3, AF13 e AF21 do grupo 4, AF9 do grupo 5, 

AF43 do grupo 6, P1_1 do grupo 7, P5_3 e AF32 do grupo 8, P2_1 do grupo 9, P1_4  do 

grupo 10, AF35 do grupo 11, AF5, AF14 e AF17 do grupo 12, AF28 do grupo 13 e AF47 do 

grupo 14.  

A análise filogenética das sequencias de DNAr 16S dos isolados desta etapa do 

trabalho revelou que os ribotipos representavam, na verdade, 12 grupos taxonômicos 

diferentes. O isolado P2_1 (perfil ARDRA 9) se agrupou com as linhagens de Bacillus 

cereus/Bacillus thuringiensis (bootstrap 100%). O isolado AF35 (perfil ARDRA 11) se 

mostrou proximamente relacionado às linhagens de Bacillus pumilus (bootstrap 99%), o 

isolado P1_1 (perfil ARDRA 7) com Bacillus firmus (bootstrap 98%); o P1_4 (perfil 

ARDRA10) com Bacillus megaterium (bootstrap 100%); o isolado AF32 (perfil ARDRA 8) 

agrupou-se com Staphylococcus hominis (92%) e P5_3 (perfil ARDRA 8) com 

Staphylococcus warneri/pasteuri (bootstrap 87%); os isolados AF43 (perfil ARDRA 6) e 

AF45 (perfil ARDRA 3) com as espécies Streptomyces alboniger, S. chartreusis e S. 

moderatus (bootstrap 90%); o isolado AF44 (perfil ARDRA 2) com Kocuria rosea (bootstrap 

99%); os isolados P4_3, P4_1 e AF16 (perfil ARDRA 1) com Micrococcus luteus (bootstrap 

99%); os isolados AF13 e AF21 (perfil ARDRA 4) e AF9 (perfil ARDRA 5), agruparam-se 

todos com Marinobacter lutaoensis (bootstrap 100%); os isolados AF5, AF14 e AF17 (perfil 

ARDRA 12) e AF28 (perfil ARDRA 13) com 3 espécies de Halomonas (H. shengliensis, H. 

campisalis e H. alimentaria) (bootstrap 100%) e, finalmente, AF47 (perfil ARDRA 14) 

agrupou-se com Citreicella thiooxidans (bootstrap 94%) (Figura 6).  
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Figura 4. Dendrograma de similaridade dos 63 isolados analisados na primeira etapa do trabalho 
com base nos perfis de restrição, obtidos após digestão do gene RNAr 16S com as 
enzimas MspI, HaeIII e AluI e analisados utilizando o coeficiente de correlação de 
Pearson e o algoritmo UPGMA (programa GelCompar v. 4.1). Os perfis de ARDRA 
distintos são indicados no dendrograma por números de 1 a 17. 
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Figura 5. Dendrograma de similaridade dos 35 isolados restantes com base nos perfis de 
restrição, obtidos após digestão do gene RNAr 16S com as enzimas MspI, HaeIII e 

AluI e analisados utilizando o coeficiente de correlação de Pearson e o algoritmo 
UPGMA (programa GelCompar v. 4.1). Os perfis de ARDRA distintos são 
indicados no dendrograma por números de 1 a 14. 
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Figura 6. Análise filogenética das sequências parciais do gene RNAr 16S (~1000 pb) obtidas a partir 

de bactérias representantes de grupos taxonômicos distintos isoladas das amostras de óleo e 
água de formação e micro-organismos relacionados recuperados da base de dados 
Genbank.  
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5.3 RAPD 

Os isolados pertencentes ao mesmo grupo ARDRA da primeira etapa do trabalho, 

foram submetidos à tipagem por RAPD, para diferenciação em nível infra-específico. Os 

resultados combinados, usando os 3 primers em reações independentes, permitiram 

discriminar com sucesso os isolados geneticamente distintos. Os fingerprints genéticos das 48 

linhagens identificadas como Bacillus pumilus foram analisados com o auxílio do programa 

Gelcompar e agrupados em 23 padrões diferentes com nível de similaridade ≥ 80%, a saber: 

α, A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, O, P, Q, R, S, T, U e V (Figura 7). Estes padrões 

foram confirmados por análise visual dos géis. As duas bactérias identificadas como 

Stenotrophomonas maltophilia apresentaram o mesmo padrão de RAPD (padrão X), 

demonstrando ser geneticamente idênticas. Os isolados SG C, SG 15, SG 20, SG 21 e P2_1, 

identificados como pertencentes ao grupo Bacillus cereus/B. thuringiensis, apresentaram três 

padrões de RAPD distintos, Y (isolado SG_15) e Z (isolados SG_C, SG_20 e SG_21). As 

bactérias SG 24 e SG_25, identificadas como B. sphaericus, mostraram-se idênticas 

geneticamente (padrão RAPD W), assim como as bactérias AF 20, AF 40 e AF 46 (padrão 

RAPD β), que foram identificadas como Marinobacter lutaoensis pela análise filogenética. 

Na segunda etapa do trabalho, à exceção do isolado AF 35 identificado como Bacillus 

pumilus, os isolados restantes foram também submetidos ao RAPD para diferenciação infra-

específica. Os isolados P1_4 e P2_2, identificados como Bacillus megaterium, mostraram-se 

geneticamente distintos. Os isolados SG 52, AF 10 e P5_3, identificados como 

Staphylococcus warneri/pasteuri, foram comparados e 3 padrões de RAPD distintos foram 

observados. Os isolados AF43 e AF45, pertencentes ao grupo Streptomyces alboniger/ S. 

chartreusis /S. moderatus, mostraram-se geneticamente distintas. As bactérias P4_3, P4_1, 

P4_5, P4_4 e AF16, identificadas como Micrococcus luteus, demonstraram ser todas distintas, 

exibindo cinco padrões de RAPD distintos. As bactérias AF 21, AF 27, AF 39, AF 12, AF 8, 

AF 13, AF 33, AF 26 e AF 9, identificadas como Marinobacter lutaoensis, apresentaram 7 

padrões distintos, considerando um valor ≥75% de nível de similaridade no dendrograma. Por 

fim, os isolados identificados como Halomonas shengliensis/ H. campisalis, apresentaram 5 

padrões distintos com base no dendrograma de similaridade. Todos os perfis estão 

desmonstrados na Tabela 4.
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Figura 7. Dendrograma de similaridade baseado nos fingerprints genéticos obtidos com a técnica de 
RAPD, utilizando os primers UBC#12, UBC#25 e UBC#31, mostrando as 48 linhagens de 
Bacillus pumilus agrupadas em 23 clusters. A análise foi realizada utilizando o coeficiente 
de correlação de Pearson e o algoritmo UPGMA (programa GelCompar v. 4.1). Os 
clusters correspondentes aos padrões de RAPD considerados distintos ≥ 80% de 
similaridade) são indicados no dendrograma por letras.  
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Tabela 4 - Resultado da tipagem por RAPD dos isolados pertencentes à mesma espécie. 

Espécies Número de isolados Número perfis RAPD 

Bacillus pumilus 48 23 

Stenotrophomonas maltophilia 2 1 

Bacillus cereus/ B. thuringiensis 5 3 

Bacillus sphaericus 2 1 

Marinobacter luatoensis 12 8 

Bacillus megaterium  2 2 

Staphylococcus warneri/ S. pasteuri  3 3 

Streptomyces chartreusis/ S. moderatus  2 2 

Micrococcus luteus  5 5 

Halomonas shengliensis/ H. campisalis  10 5 

 

5.4 Ensaios de triagem enzimática (HTS) 

Métodos baseados na utilização de substratos fluorogênicos ou cromogênicos para o 

monitoramento da catálise enzimática são os mais interessantes para implementar a triagem 

de alto desempenho. Recentemente, foi demonstrado que usando conjuntos de substratos 

fluorogênicos é possível caracterizar um padrão de reatividade de certas enzimas (BACKES 

et al., 2000; HARRIS et al., 2000). Estes métodos são de alta sensibilidade, permitindo a 

utilização de substratos altamente diluídos e quantidades extremamente pequenas de 

catalisadores. Reymond e colaboradores relataram um ensaio fluorogênico para enzimas 

hidrolíticas que associa a formação de produtos (resultado de uma catálise enzimática) com a 

liberação de sinal fluorescente, via oxidação com periodato e reação de beta eliminação 

catalisada por albumina (BADALASSI et al., 2000). Controles experimentais asseguram que 

a velocidade de liberação de umbeliferona seja diretamente proporcional à velocidade da 

hidrólise dos substratos. Fazendo o teste nas microplacas de 96 poços, é possível uma 

avaliação rápida dos substratos. Este esquema de ensaio pode ser adaptado facilmente a várias 

enzimas hidrolíticas, como acilases, lipases, esterases, epóxido-hidrolases e fosfatases, com os 

respectivos substratos de interesse.  

Neste estudo, as sondas utilizadas para detecção das atividades enzimáticas dos 98 

isolados foram: duas sondas fluorogênicas de epóxido hidrolase EP1 e EP2, duas sondas 

fluorogênicas de esterases ES1 e ES2, uma de lipases LIP1 e quatro de monoxigenases S1, 

S2, S3 e S4 (Figura 3).  
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Os valores de intensidade de fluorescência emitida após a liberação da umbeliferona 

foram estabelecidos com base numa curva de calibração, onde valores de ~1200 do sinal de 

fluorescência foram traduzidos em conversões de 100% e de ~zero foram traduzidos em 

conversões de 10%. Assim valores de fluorescência entre 100 e 200 corresponderam a uma 

conversão entre ~10 - 20 %, indicando atividade enzimática baixa, nível 1. Valores de 

fluorescência entre 200 e 500 foram considerados de atividade enzimática média e de nível 2, 

e valores acima de 500 foram considerados de nível 3. 

 No caso das sondas de epóxido hidrolases, as bactérias Bacillus pumilus SG16 e SG 

30 apresentaram melhores desempenhos para a sonda EP2. No caso das sondas de esterases, 

as bactérias Bacillus pumilus SG 30, Marinobacter lutaoensis AF 33 e Stenotrophomonas 

maltophilia SG 59, apresentaram melhores resultados para ES2. Para a lipase, as bactérias 

Bacillus pumilus SG16 e SG 30 exibiram novamente os melhores desempenhos (Tabela 5).  

 Os maiores valores de intensidade de florescência foram observados para as atividades 

enzimáticas de monoxigenases, sendo que as bactérias Bacillus pumilus SG01, SG 32, SG 49 

e SG 50 apresentaram atividades enzimáticas de nível 3 (Tabela 6). 

 

Tabela 5 - Intensidade de fluorescência das bactérias que apresentaram atividade enzimática de    
 epóxido hidrolases EP1 e EP2, esterases ES1 e ES2, e lipase LIP1, onde os valores   
 representam a diferença entre a média das reações em duplicata e o controle, dados em  
 unidades arbitrárias. 

Sondas 
Micro-organismos 

EP1 EP2 ES1 ES2 LIP1 

Bacillus pumilus SG16 13 145 6 31 251 

Bacillus pumilus SG30 38 166 29 147 135 

M. lutaoensis AF 33 10 6 11 132 20 

S. maltophilia SG 59  8 8 21 113 28 

FONTE: CRUZ et al., 2010. 
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Tabela 6 - Intensidade de fluorescência das bactérias que apresentaram atividade enzimática de 
monoxigenases, onde os valores representam a diferença entre a média das reações em 
duplicata e o controle, dados em unidades arbitrárias. 

Sondas 
Micro-organismos 

S1  S2  S3  S4  

Bacillus pumilus SG01 743  17  3  24  

Bacillus pumilus SG32 111  135  31  47  

Bacillus pumilus SG49 808  13  3  29  

Bacillus pumilus SG50 435  15  4  27  

FONTE: CRUZ et al., 2010. 

5.5 Biodegradação dos hidrocarbonetos do petróleo  

As pesquisas sobre origem, acúmulo, migração e biodegradação de óleos são de 

grande importância para a exploração eficaz de petróleo, sendo que tais estudos são 

auxiliados, na maioria das vezes, pela análise dos fósseis geoquímicos, os denominados 

Biomarcadores. Estes marcadores biológicos são complexos fósseis moleculares derivados 

de organismos vivos e formados por carbono, hidrogênio e outros elementos. Eles podem ser 

usados para interpretar as características das rochas geradoras de petróleo, fornecer 

informações sobre a matéria orgânica das rochas geradoras, as condições ambientais durante a 

sua deposição e o soterramento, a maturidade térmica da rocha ou o óleo, o grau de 

biodegradação, alguns aspectos da mineralogia da rocha e idade. Estes compostos orgânicos 

são encontrados não somente no petróleo, mas também em sedimentos e rochas, sendo 

estruturalmente relacionados a produtos naturais conhecidos, presentes em plânctons, 

bactérias e vegetais superiores, os quais após alterações biológicas e termoquímicas, 

preservam seus esqueletos carbônicos básicos (MELLO, 1988; PETERS e MOLDOWAN, 

1993). 

Nesta etapa do trabalho buscou-se avaliar a biotransformação dos hidrocarbonetos 

utilizados como biomarcadores pelas bactérias isoladas de amostras de óleo e água de 

formação da Bacia de Campos (RJ). Os biomarcadores avaliados, fenantreno, 4-colesten-3-

ona, ácido nonadecanóico, nonadecano e esqualano, foram escolhidos por representarem 

classes distintas de compostos presentes no petróleo, ou seja, aromáticos, esteranos, ácidos 

lineares, hidrocarbonetos lineares e isoprenos, respectivamente.  

 As bactérias escolhidas para os ensaios de biodegradação foram as que apresentaram 

os melhores resultados nos testes de HTS (Tabelas 5 e 6). Além destas, uma bactéria 

representante de cada espécie isolada das amostras de petróleo e água de formação também 
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foram avaliadas nos ensaios de biodegradação, sendo elas: Bacillus firmus P 1_1, 

Micrococcus luteus P 4_1, Staphylococcus pasteuri/warneri P 5_3, Staphylococcus hominis 

AF 32, Halomonas shengliensis AF 19, Citreicella thiooxidans AF 47, Bacillus megaterium P 

2_2, Bacillus simplex SG 23_2, Bacillus sphaericus SG 25, Bacillus pumilus AF 35, Bacillus 

thurigiensis/cereus SG 21, Achromobacter xylosoxidans SG 47-1, Kocuria rosea AF 44, 

Streptomyces moderatus/chartreusis/alboniger AF 45 e Micrococcus luteus SG 16. 

A Tabela 7 mostra a porcentagem de biodegradação dos hidrocarbonetos após 28 dias 

de monitoramento pelo CG-EM. A análise dos cromatogramas indicou que mesmo com os 

valores dos índices de degradação obtidos, foi possível observar somente produto de 

degradação do ácido nonadecanóico. Para os cálculos dos valores de biodegradação utilizou-

se a abundância de cada biomarcador em relação ao padrão interno (heptadecano).   

A Figura 8 mostra um dos cromatogramas obtidos, ilustrando os biomarcadores no 

tempo 0 h (painel a) e após 28 dias de ensaio (painel b), evidenciando o ácido octadecanóico 

como produto da biotransformação do ácido nonadecanóico pela linhagem de Bacillus 

pumilus AF 35. Outras linhagens também apresentaram o ácido octadecanóico como produto 

da biodegradação do ácido nonadecanóico, sendo elas: Micrococcus luteus (P4_1), Bacillus 

megaterium (P2_2), Bacillus pumilus (SG 49), Stenotrophomonas maltophilia (SG 59), 

Streptomyces moderatus/chartreusis/alboniger (AF 45) e Bacillus pumilus (AF 35). 

O esqualano apresentou altas porcentagens de degradação (acima de 70%), porém não 

foi identificado nenhum produto de sua biotransformação, como mostra a Tabela 7. Os 

biomarcadores fenantreno, nonadecano e 4-colesten-3-ona apresentaram porcentagens de 

degradação menores, embora também não tenham sido detectados seus produtos. 

Os resultados mostraram a degradação dos biomarcadores, mesmo subtraindo-se o 

valor obtido pelo controle de células inativadas (autoclavadas). A análise microscópica 

confirmou que as células deste controle ainda mantinham a integridade de suas paredes 

celulares mesmo após o processo de autoclavagem (dados não mostrados). Desta forma, os 

resultados apresentados sugerem que a variação na concentração do biomarcador neste 

controle pode ter ocorrido em função da adsorção do biomarcador às próprias células. 

Entretanto, isto não descarta a possibilidade de perda do biomarcador por fatores abióticos, 

como volatilização ou adsorção às paredes dos frascos de ensaio.  
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Tabela 7 - Biodegradação dos biomarcadores pelas bactérias. 

Biodegradação dos Biomarcadores do Petróleo (%) 

Linhagens                    1* 2* 3*     4*   5*       

Bacillus firmus P 1 1                    -* 3,5 63,8 68,7 16,7 

Micrococcus luteus P 4 1                 19,1 13,1 63,8 89,1 18,9 

Staphylococcus pasteuri/warneri P 53                   8,6 3,0 63,8 75,0 17,1 

Staphylococcus hominis AF 32                 20,0 13,1 - 89,1 18,1 

Marinobacter lutaoensis AF 33                   14,3 2,9 63,8 89,1 18,9 

Halomonas shengliensis AF 19                     9,5 13,6 63,8 89,1 18,9 

Citreicella thiooxidans AF 47                   14,8 2,3 63,8 78,2 18,9 

Bacillus megaterium P 2 2                    4,6 - 62,4 - 7,6 

Bacillus simplex SG 23_2                     2,3 10,7 62,8 79,3 18,9 

Bacillus sphaericus SG 25                     7,3 9,8 60,4 82,8 18,9 

Bacillus pumilus AF 35                   15,4 9,2 63,8 79,9 16,5 

Stenotrophomonas maltophilia SG 59 10,2 0,2 63,8 73,8 18,9 

Bacillus thurigiensis/cereus SG 21  40,3 - - - - 

Achromobacter xylosoxidans SG 47-1 15,4 12,0 50,2 83,3 18,2 

Kocuria rosea AF 44 17,5 11,8 63,8 79,7 18,9 

Streptomyces moderatus/chartreusis/alboniger AF 45  - - 50,6 - - 

Micrococcus luteus SG 16  - 13,6 63,8 - - 

Bacillus pumilus SG 32   - 13,6 63,8 - - 

Bacillus pumilus SG 49  - - 63,8 - - 

Bacillus pumilus SG 50     - - 63,8 - - 

Bacillus pumilus SG 01 - 13,6 63,8 - - 

Bacillus pumilus SG 30 - 13,6 63,8 - - 
Os valores de biodegradação foram obtidos através da equação: B = ((IBi - IBf )/ IBi).100 

onde: B: Porcentagem de Biodegradação 

    IBi: índice de biodegradação em tempo 0 

    IBf: índice de biodegradação final (28 dias) 

Os índices de biodegradação foram obtidos a partir da equação 2: IB = I1 / Ix-1 

onde: IB: índice de biodegradação 

           I1: áreas do padrão interno de quantificação (heptadecano) 

          Ix-1: áreas dos biomarcadores durante os diferentes períodos de tempo avaliados (0 horas e 28 dias) 

         * biodegradação não detectada 

        *1- Fenantreno, *2- nonadecano, *3- ácido nonadecanóico, 4*- Esqualano, 5*- 4-colesten-3-ona 
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Figura 8. (a) Cromatograma de íons totais da no tempo 0 h. (b) Cromatograma representativo de 

íons totais da biotransformação após 28 dias sob ação da linhagem Bacillus pumilus 

(AF 35). PI = padrão interno de quantificação; * produto de degradação ácido 

octadecanóico. 
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6 DISCUSSÃO 

Vários gêneros de bactérias encontrados no presente estudo já foram detectados em 

reservatórios de petróleo, ambientes marinhos ou associados com óleo bruto, tais como 

Marinobacter, Halomonas (ORPHAN et al., 2000; KORENBLUM et al., 2010), 

Achromobacter, Streptomyces (SETTE et al., 2007; KORENBLUM et al., 2010), 

Micrococcus luteus (TOLEDO et al., 2006), Kocuria (NAZINA et al., 2001), 

Stenotrophomonas e Staphylococcus (YOSHIDA et al., 2005), ou estão comumente 

associados com a degradação de hidrocarbonetos, como Bacillus (STAPLETON et al., 2000). 

Os gêneros Marinobacter, Halomonas, Kocuria, Streptomyces e Staphylococcus também já 

foram reportados como degradadores de hidrocarbonetos do petróleo de ocorrência em 

ambientes marinhos (GAUTHIER et al., 1992; MELCHER et al., 2002; NAZINA et al., 2001; 

RADWAN et al., 1995; ZHUANG et al., 2003). 

A espécie Bacillus pumilus constituiu o grupo cultivável mais abundante recuperado 

das amostras de óleo e água de formação em estudo. Das 98 linhagens analisadas, 49 

mostraram-se proximamente relacionadas a esta espécie. Estas bactérias foram isoladas de 

todos os poços de petróleo amostrados, com diferentes graus de biodegradação, profundidade 

e temperatura, assim como da água de formação. Estes dados podem sugerir a adaptação de B. 

pumilus a reservatórios de petróleo, ou seja, alta salinidade, temperatura e pressão elevadas, e 

deficiência dos teores de oxigênio, indicando sua capacidade de sobreviver em ambientes 

extremos.  

Resultados de ensaios cromatográficos de degradação de biomarcadortes do petróleo 

revelaram que uma linhagem de B. pumilus, isolada de amostra de óleo da Plataforma Pampo 

foi capaz de biodegradar moderadamente (~40%) o fitano (VASCONCELLOS et al., 2009). 

Estes mesmos autores relataram que populações de B. pumilus foram detectadas nas amostras 

de petróleo obtidas de reservatórios com diferentes graus de biodegradação utilizando uma 

abordagem molecular direta baseada na detecção por PCR grupo-específico. Ainda, linhagens 

de Bacillus pumilus já foram isoladas de óleos de corte e de consórcios que degradam 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos de alto peso molecular, sendo reportadas como 

degradadores ativos destes compostos (TOROPOVA et al., 1986; GAUTHIER et al., 2003). 

Toledo et al. (2006) demonstraram que várias linhagens de B. pumilus, isoladas de descarte de 

óleo bruto, foram capazes de utilizar hidrocarbonetos aromáticos como única fonte de carbono 

e energia, e removê-los em altas porcentagens do meio de cultivo. Já existem relatos prévios 
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de isolamento de B. pumilus, assim como de outras espécies de Bacillus, a partir de 

reservatórios de petróleo brasileiros (SEBÁSTIAN, 1999).  

O método de tipagem molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), 

utilizado para diferenciar os isolados em nível infra-específico, permitiu identificar 23 

padrões de bandas distintos entre os isolados de Bacillus pumilus. Os resultados obtidos 

evidenciaram uma alta diversidade genética desta espécie nos reservatórios brasileiros. Os 

dados de literatura demonstrando a excelente capacidade de degradação de hidrocarbonetos 

desta espécie (TOLEDO et al., 2006) podem sugerir o seu potencial para deteriorar o petróleo 

nos reservatórios amostrados neste estudo. 

Outras espécies do gênero Bacillus identificadas neste trabalho, Bacillus sphaericus e 

Bacillus cereus, já foram encontradas em ambientes associados a petróleo, como depósitos de 

armazenamento de óleo cru (YOSHIDA et al., 2005) e solos e lagos de água doce 

contaminados com petróleo (CHAILLAN et al., 2004). Ainda, Cunha et al. (2006) isolaram 

linhagens de Bacillus cereus de amostras de rocha-reservatório de petróleo provenientes de 

poços virgens no Rio de Janeiro, sugerindo que estas bactérias são autóctones nestes 

ambientes. Entretanto, linhagens de B. cereus isoladas em estudos prévios não apresentaram 

capacidade de degradar hidrocarbonetos do petróleo (CHAILLAN et al., 2004; CUNHA et al., 

2006), nem tampouco apresentaram amplificação de genes catabólicos avaliados, como n-

alcano monoxigenase, catecol 1,2-dioxigenase e catecol 2,3-dioxigenase (CUNHA et al., 

2006). Estes dados corroboram os resultados encontrados no presente trabalho, uma vez que a 

linhagem SG_21 de Bacillus cereus/thuringiensis avaliada nos ensaios de CG-EM mostrou 

capacidade moderada (~40%) para degradar apenas o fenantreno dentre todos os 

hidrocarbonetos usados. Isto pode sugerir que estas bactérias sejam degradadores secundários, 

ou seja, assimilam metabólitos produzidos pelos degradadores primários de hidrocarbonetos.  

Quanto à espécie B. simplex, não foram encontrados registros prévios desta bactéria 

em ambientes marinhos ou relacionados ao petróleo. Neste estudo, a linhagem Bacillus 

simplex analisada apresentou 62% de degradação para o ácido nonadecanóico e 79% para o 

esqualano, representando dados inéditos na literatura. 

A espécie Bacillus firmus, frequentemente reportada na literatura como eficiente 

degradadora de hidrocarbonetos do petróleo, tem sido isolada de diferentes ambientes 

associados a petróleo. Mancera-López et al. (2007) recuperaram isolados de B. firmus de 

solos contaminados com hidrocarbonetos do petróleo e demonstraram sua habilidade para 
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degradar HAPs (hidrocarbonetos aromáticos policíclicos) e HAs (hidrocarbonetos alifáticos). 

Em outro estudo, esta espécie foi isolada de reservatórios brasileiros e testada quanto à sua 

capacidade de produzir substâncias antimicrobianas, mostrando-se eficaz em inibir o 

crescimento de outras espécies de bactérias, como as redutoras de sulfato (KORENBLUN et 

al., 2005). Os resultados obtidos neste estudo revelaram a habilidade de algumas linhagens à 

biodegradação dos compostos avaliados, como mostram os índices obtidos pela linhagem de 

B. firmus: ácido nonadecanóico (63,8%) e esqualano (68,7%). 

Bacillus megaterium, outra espécie identificada neste trabalho, foi encontrada em 

amostras de esgoto da Nigéria, sendo sua capacidade de biodegradacão de hidrocarbonetos do 

petróleo testada e comprovada (OJO, 2006). Os resultados de biodegradação do presente 

estudo revelaram que a linhagem de Bacillus megaterium P2_2 biodegradou 

preferencialmente o ácido nonadecanóico (62%). 

O isolado SG 47_1, identificado como Achromobacter xylosoxidans, foi recuperado do 

poço 1, considerado não biodegradado. Populações de A. xylosoxidans foram previamente 

detectadas em amostras dos poços 3 e 5 utilizando uma abordagem molecular direta baseada 

na detecção por PCR grupo-específico (VASCONCELLOS et al., 2009). Os resultados 

encontrados por estes autores revelaram que Achromobacter xylosoxidans apresentou o 

melhor índice de biodegradação do colestano (89%), além da habilidade de degradar e 

biotransformar fitano e ácido nonadecanóico. Outro estudo conduzido por nosso grupo de 

pesquisa reportou o isolamento de Achromobacter xylosoxidans a partir de óleo coletado de 

poço com alto grau de biodegradação e temperatura de 52 oC (SETTE et al., 2007). Estes 

dados podem refletir a capacidade desta espécie de bactéria de sobreviver em condições de 

pressão elevada e temperaturas variando entre 52 e 85 oC, verificadas nestes poços. Esta 

espécie tem sido isolada de diversos ambientes associados a petróleo, além de reservatórios de 

petróleo, como plantas de tratamento de água residual de refinaria (BIESZKIEWICZ et al., 

1998) e tanques de armazenamento de óleo cru (YOSHIDA et al., 2005), usando métodos de 

plaqueamento e cultivo. Diversos dados de literatura vêm demonstrando a capacidade desta 

bactéria para degradar hidrocarbonetos do petróleo, incluindo os mono e poliaromáticos 

(ANDREONI et al., 2004; NIELSEN et al., 2006; VINÃS et al., 2005). No presente trabalho a 

linhagem Achromobacter xylosoxidans apresentou valores de biodegradação mais expressivos 

para o ácido nonadecanóico (50%) e esqualano (83%). 
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Uma das linhagens identificadas no presente estudo revelou alta similaridade com 

Stenotrophomonas maltophilia e apresentou 63% de degradação para o ácido nonadecanóico e 

73% para o esqualano. Esta bactéria já foi anteriormente isolada a partir de óleo bruto 

armazenado, apresentando excelente capacidade de crescer em meio contendo o 

hidrocarboneto linear n-eicosano (C20) como única fonte de carbono, indicando o seu 

potencial para degradar alguns componentes do petróleo (YOSHIDA et al., 2005).  

O gênero Marinobacter foi também identificado entre as linhagens estudadas. Nossos 

resultados corroboraram descobertas anteriores destas bactérias em amostras provenientes de 

reservatórios de petróleo. Estes estudos empregaram métodos independentes de cultivo para a 

caracterização da microbiota, revelando a presença das espécies Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus (ORPHAN et al., 2000) e Marinobacter lipolyticus (SETTE et al., 

2007) nestes ambientes. M. hydrocarbonoclasticus é uma bactéria marinha extremamente 

halotolerante e degradadora de hidrocarbonetos (GAUTHIER et al., 1992; DOUMENQ et al., 

2001; BARBEAU et al., 2002), ao passo que Marinobacter lipolyticus é uma espécie 

halofílica com atividade lipolítica, originalmente isolada de ambientes hipersalinos (MARTÍN 

et al., 2003). A linhagem identificada neste estudo apresentou estreita relação com a espécie 

Marinobacter lutaoensis, uma bactéria termotolerante isolada de uma fonte termal da costa de 

Taiwan (SHIEH et al., 2003). No presente trabalho, os resultados mostraram que o ácido 

nonadecanóico (63%) e o esqualano (89%) foram preferencialmente biodegradados pela 

linhagem avaliada. 

Ainda, 10 linhagens isoladas da água de formação apresentaram estreita relação 

filogenética com 3 espécies de Halomonas, incluindo Halomonas shengliensis (WANG et al., 

2007), recentemente descrita como uma nova espécie moderadamente halofílica isolada de 

solo salino contaminado com óleo bruto de campo de petróleo da China. Os autores 

verificaram que esta espécie é capaz de utilizar óleo cru como única fonte de carbono. Em um 

estudo de comunidades bacterianas utilizando metodologias independentes de cultivo, os 

autores detectaram bactérias pertencentes ao gênero Halomonas em amostras de água de 

produção provenientes de reservatórios da Califórnia (ORPHAN et al., 2000). A linhagem de 

Halomonas avaliada apresentou os melhores valores de biodegradação para o ácido 

nonadecanóico (63%) e o esqualano (89 %). 

As bactérias Staphylococcus hominis e Kocuria rosea foram reportadas por Mariano et 

al. (2007) na biorremediação de solo contaminado com óleo diesel, obtido de posto de 



55 
 

combustível em que ocorreu vazamento subterrâneo. Como resultados os autores obtiveram 

que estas bactérias foram as mais predominantes dentre aquelas isoladas a partir dos 

consórcios utilizados nas estratégias de biorremediação, as quais foram capazes de acelerar a 

remoção de hidrocarbonetos de petróleo. O gênero Kocuria foi também reportado em outro 

estudo de diversidade filogenética de bactérias aeróbias isoladas de água de formação de um 

reservatório chinês (NAZINA et al., 2001). Os autores foram capazes de comprovar sua 

capacidade de utilizar hidrocarbonetos do petróleo. Neste estudo, a linhagem K. rosea AF 44 

seguiu o padrão da maioria das bactérias, apresentando os melhores índices de degradação 

para o ácido nonadecanóico (~63%) e o esqualano (79%). Ao contrário da maioria das 

bactérias, a linhagem de Staphylococcus hominis AF 32, não apresentou habilidade à 

biodegradação do ácido nonadecanóico, apresentando 89% de degradação preferencial do 

esqualano. 

O gênero Streptomyces já foi detectado em estudos relacionados à caracterização de 

comunidades microbianas de amostras de óleo degradado e não-degradado da Bacia de 

Campos, RJ, empregando bibliotecas de DNAr 16S (SETTE et al., 2007). Os autores 

verificaram uma abundância maior destas populações na biblioteca da amostra de óleo não 

biodegradado, o que poderia ser explicado pelo fato destes organismos não serem os 

principais responsáveis pela degradação de hidrocarbonetos nestas reservas. Streptomyces 

spp. também foram detectados nas amostras de óleo provenientes dos poços 1, 2, 3, 4 e 5 

utilizando a metodologia de PCR grupo-específico (VASCONCELLOS et al., 2009). Embora 

este gênero não seja frequente e/ou predominante em reservatórios de petróleo, alguns 

representantes podem ser encontrados em ambientes associados a óleo ou relacionados à 

degradação de hidrocarbonetos (RADWAN et al., 1995, 1998; BACHOON et al., 2001). A 

linhagem Streptomyces moderatus/ chartreusis/ alboniger AF 45 identificada no presente 

estudo, apresentou capacidade de biodegradar somente o ácido nonadecanóico (50%). 

A espécie Micrococcus luteus, recuperada neste estudo a partir de amostras de água de 

formação e óleo do poço 4, considerado altamente biodegradado, tem sido reportada em 

vários trabalhos como degradadora eficiente de hidrocarbonetos, sendo capaz de degradar 

naftaleno e fenantreno (TOLEDO et al., 2006; JOSHI e SATISH, 1996; TORRES et al., 

2005). Em estudo prévio, Vasconcellos e colaboradores (2009) detectaram populações de 

Micrococcus spp. nos reservatórios 1, 3, 4 e 5, assim como em águas de formação de petróleo 

provenientes da Plataforma Pampo, utilizando uma abordagem molecular direta baseada em 

PCR grupo-específico. Estes autores demonstraram também que esta bactéria apresenta ótima 
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capacidade de degradação de hidrocarbonetos isoprenóides (fitano) e aromáticos 

(diidrofenantreno), o que sugere seu potencial como agente deteriogênico do petróleo nos 

reservatórios. Neste estudo, a linhagem de Micrococcus luteus apresentou melhores resultados 

de biodegradação para o ácido nonadecanóico (63%) e para o esqualano (89%). 

Citreicella thiooxidans também foi identificada como uma espécie recuperada neste 

estudo a partir de amostras de água de formação, constituindo um gênero novo e espécie nova 

descrita por Sorokin et al. (2005). Estas bactérias foram isoladas pela primeira vez do Mar 

Negro, dependentes de NaCl para seu crescimento e capazes de oxidar tiossulfato, sulfeto e 

enxofre a sulfato, além de usar a energia metabólica dessas reações para o seu crescimento 

(SOROKIN et al., 2005). Nos ensaios de degradação a linhagem Citreicella thiooxidans 

apresentou valores semelhantes às demais bactérias, exibindo preferência pela degradação do 

ácido nonadecanóico (~64%) e esqualano (~78%). 

De maneira geral, os resultados obtidos nos ensaios de biodegradação revelaram a 

preferência dos isolados bacterianos pela degradação do ácido nonadecanóico. Isto foi 

verificado em estudos prévios de nosso grupo de pesquisa para algumas linhagens de Bacillus 

(VASCONCELLOS et al., 2009) e corroboram dados de literatura sobre a produção e 

utilização de ácidos carboxílicos durante o metabolismo microbiano aeróbico (HÄNER et al., 

1994).  

Os isolados avaliados mostraram índices reais de até 89% de biodegradação, como no 

caso do esqualano. Entretanto, produtos desta biodegradação não foram observados nos 

cromatogramas. O mesmo ocorreu com o fenantreno e a 4-colesten-3-ona, onde houve 

variação da concentração inicial sem observação de produtos. O nonadecano apresentou os 

menores índices de degradação e o ácido nonadecanóico apresentou valores em torno de 60% 

para a maioria dos isolados, com exceção do Bacillus thuringiensis/B. cereus e 

Staphylococcus hominis. 

A observação geral da degradação preferencial do ácido nonadecanóico pelos micro-

organismos cultivados recuperados dos poços de petróleo da Bacia de Campos, e a baixa 

biodegradação dos outros biomarcadores, poderia ser explicada pela estratégia utilizada para o 

isolamento, a qual não empregou hidrocarbonetos do petróleo como única fonte de carbono e 

energia nos meios de cultivo usados para o plaqueamento (CRUZ et al., 2010). Desta maneira, 

as bactérias selecionadas não se mostraram degradadores obrigatórios e não exibiram 

atividade biodegradadora relevante sobre biomarcadores de diferentes classes, como o 
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fenantreno, a 4-colesten-3-ona e o nonadecano. Neste sentido, muitas bactérias isoladas no 

presente estudo não apresentaram índices de degradação expressivos, como esperado de 

acordo com dados de literatura (GAUTHIER et al., 1992; MELCHER et al., 2002; NAZINA 

et al., 2001; RADWAN et al., 1995; ZHUANG et al., 2003). 

O potencial biocatalítico dos isolados bacterianos obtidos das amostras de petróleo e 

água de formação, avaliado através de ensaios enzimáticos, revelou que estes podem 

representar fontes interessantes de enzimas para a biorredução de cetonas e monoxigenases, 

mais especificamente monoxigenase P450 (CRUZ et al., 2010). Estas últimas são enzimas que 

atuam na etapa inicial da degradação aeróbia de alcanos em muitas bactérias (HEISS-

BLANQUET et al., 2005) e podem ser úteis em processos de biorremediação de áreas 

impactadas por petróleo. Entretanto, não foi encontrada correlação entre os isolados com 

maiores valores de intensidade de fluorescência para monoxigenases nos ensaios HTS e 

aqueles com resultados mais expressivos de biodegradação de hidrocarbonetos. 

Embora as técnicas de cultivo tenham sido aprimoradas e tenham permitido a 

recuperação in vitro de um número crescente de micro-organismos ainda não cultivados 

(LEADBETTER, 2003), nosso conhecimento sobre sua ecologia permanece insuficiente para 

cultivar a maioria deles. Isto é particularmente verdade no caso de comunidades microbianas 

que degradam compostos recalcitrantes ou poluentes, onde a complexidade dos processos 

metabólicos necessários a essa degradação leva à formação de consórcios, com bactérias de 

diferentes gêneros e espécies, cada uma especializada em degradar um ou vários compostos 

(ABRAHAM et al., 2002). Neste contexto, as espécies recuperadas em cultivo neste estudo 

representam, na verdade, apenas uma pequena fração da microbiota total presente no 

ambiente do reservatório de petróleo, como já observado para muitos outros ambientes 

naturais (AMANN et al., 1995). Deste modo, possivelmente, muitas outras espécies 

responsáveis pela degradação dos compostos do petróleo in situ não foram recuperadas no 

presente estudo, tornando evidentes as limitações impostas pelo uso de culturas puras nos 

estudos de biodegradação. 
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7  CONCLUSÕES 

� A caracterização taxonômica das bactérias recuperadas das amostras de petróleo da Bacia 

de Campos revelou uma ampla diversidade de gêneros de bactérias cultivadas, todos já 

relacionados a reservatórios de petróleo ou ambientes contaminados com óleo.  

� A grande maioria das bactérias cultivadas recuperadas neste estudo, tanto para os poços 

biodegradados como para os não-biodegradados, mostrou-se relacionada ao gênero 

Bacillus. Isto pode ter sido decorrência dos meios de cultivo e condições utilizadas para o 

isolamento. 

� As amostras de água de formação foram as que apresentaram a maior diversidade e 

quantidade de bactérias recuperadas em cultivo. Destas, a grande maioria foi representada 

também por diferentes espécies de Bacillus. 

� Apesar de todos os gêneros já terem sidos reportados na literatura como degradadores de 

hidrocarbonetos, neste trabalho o ácido nonadecanóico foi o único biomarcador degradado 

cuja formação de produtos foi observada. 

� Os ensaios realizados revelaram apenas o potencial destes micro-organismos para 

degradar os biomarcadores do petróleo em condições in vitro, o que não implica 

necessariamente em um papel significativo destes micro-organismos nos processos de 

degradação nos reservatórios, dado que as condições in situ são muito distintas daquelas 

empregadas nos experimentos. Estes dados são reforçados pelo fato de terem sido 

encontrados muitos isolados do gênero Bacillus (B. pumilus, B. sphaericus, B. firmus, B. 

megaterium), tidos como excelentes biodegradadores, nas amostras de petróleo 

proveniente dos poços não biodegradados. 

� A diversidade de bactérias analisada neste estudo representa apenas uma fração da 

diversidade cultivável presente nas amostras de petróleo e águas de formação, a qual foi 

obtida em função das condições de cultivo impostas. Muitas outras espécies 

possivelmente seriam recuperadas se outros meios de cultivo, temperatura, condições de 

pH e teor de oxigênio fossem utilizadas. 

� A caracterização da microbiota presente nos reservatórios pode contribuir para o melhor 

conhecimento da ecologia destes ambientes e da fisiologia de seus habitantes, fornecendo 

subsídios para estudos futuros sobre os mecanismos biológicos responsáveis pela 

biodegradação do petróleo. 
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