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RESUMO

LOPES, P. F. Diversidade taxonémica e potencial de biodegradacao de bactérias isoladas
de reservatorios de petréleo da Bacia de Campos (RJ). 2010. 68 f. Dissertagdao (Mestrado
em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2010.

Apesar de sua importancia para a industria petrolifera brasileira, a diversidade de bactérias
associadas a processos bioldgicos em reservatorios de petréleo € pouco conhecida no pais.
Estudos recentes vém demonstrando grande diversidade taxondmica e funcional de micro-
organismos nestes ambientes, dos quais muitos representam espécies e géneros novos. O
presente trabalho teve como objetivos caracterizar uma cole¢do de 98 bactérias isoladas de
amostras de petréleo e dgua de formacdo de reservatdrios da Bacia de Campos (RJ),
utilizando técnicas de taxonomia molecular, e avaliar o potencial de degradacdo de
biomarcadores do petrdleo de alguns destes organismos. O DNA gendmico extraido de todos
os isolados foi utilizado em reagdo de PCR para amplificacdo do gene que codifica para o
RNATr 16S. A metodologia de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) foi
empregada utilizando-se trés enzimas de restricdo, visando detectar grupos taxondmicos
potencialmente diferentes. Os perfis de bandas obtidos foram analisados com o auxilio do
programa Gelcompar, sendo que 39 isolados foram escolhidos como representantes de grupos
distintos. O sequenciamento e andlise filogenética do gene RNAr 16S revelaram que estes
isolados pertenciam a 16 grupos taxondmicos 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 pasteurilS. warneri (3). O método de tipagem molecular RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), utilizado para diferenciar os isolados em nivel infra-especifico,
permitiu identificar 23 padrdes de bandas distintos entre os isolados pertencentes a espécie
Bacillus pumilus. Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram uma alta
diversidade taxondmica da fragdo cultivada da comunidade de bactérias aerdbias presente em
amostras de 6leo e dguas de formagdo provenientes de reservatdrios da Bacia de Campos. A
habilidade dos isolados, representando as diferentes espécies isoladas das amostras
ambientais, para biodegradar biomarcadores do petréleo foi avaliada por CG-EM. Os
resultados evidenciaram a preferéncia das bactérias pela biotransformacdo do dacido
nonadecandico e esqualano. A caracterizacdo da microbiota presente nos reservatorios e
avaliacdo de seu potencial de biodegradagcdo pode contribuir para fornecer subsidios para
estudos futuros sobre os mecanismos bioldgicos responsaveis pela biodegradacao do petréleo.

Palavras-chave: Diversidade de bactérias. Petroleo. Taxonomia molecular. RNAr 16S.
biodegradacdo. 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 Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao 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 INTRODUCAO

Apesar de sua importancia para a industria petrolifera brasileira, a diversidade de
bactérias associadas a processos biolgicos em reservatérios de petrdleo € pouco conhecida e

estudada no pafs.

Alguns estudos recentes de grupos europeus e norte-americanos demonstraram uma
grande diversidade taxondmica e funcional de micro-organismos em amostras de
reservatdrios localizados em regides geograficamente distintas do planeta, incluindo desde
micro-organismos anaerdbicos estritos termofilicos e hipertermofilicos até anaerdbicos
facultativos e termotolerantes (ORPHAN et al., 2000). Destes, muitos representam espécies e
géneros novos. Nazina et al. (2001), em um estudo taxondmico de Bacillus em reservatorios
de petréleo da Russia, Cazaquistdo e China, descreveram o género aerdbico Geobacillus, a
partir de dguas de formacdo de petr6leo. Recentemente, Magot e colaboradores (2004)
descreveram duas espécies novas de bactérias redutoras de sulfato, Desulfovibrio bastinii e D.
gracilis, isolados de amostras de dgua coletadas em um reservatorio de petréleo no Congo.
Outros trabalhos incluem a descri¢do 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 (LHARIDON et al., 2001), Petrotoga olearia e P. siberica
(L_HARIDON et al., 2002), bactérias anaerdbias, termofilicas e fermentativas isoladas de

reservatdrio de petréleo continental da Sibéria Ocidental.

Estudos relacionados a investigacdo da biodiversidade de comunidades microbianas
associadas a depésitos petroliferos sdo de grande relevincia na medida em que permitem uma
maior compreensdo da estrutura e dindmica das populacdes nestas comunidades, além da
caracterizacdo putativa de funcdes que possam desempenhar. O melhor conhecimento da
biodiversidade nestes ambientes fornecerd subsidios para a ado¢do de medidas futuras de
prevengdo ou remediacdo de processos de biodeterioracdo dos 6leos e/ou biocorrosdo de
tubulagdes e equipamentos associados, tais como: (a) avaliacdo do potencial de
biodeterioracdo em pocos ainda em estdgio de perfuracdo; (b) monitoramento de processos de
biodegradacdo/biodeterioracdo do dleo em pocos de exploragdo ou sob condi¢des de
armazenamento de longo-prazo; (c¢) monitoramento de processos de biorremediacio em

derramamentos acidentais de petréleo.
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O petrdleo brasileiro tem caracteristicas muito préprias, com uma predominancia de
6leos pesados, o que exige etapas adicionais de refino para a obtencdo de gés, gasolina e 6leo
diesel. O perfil destes 6leos € moldado pela acdo de bactérias que atuam na degradacdo das
fragdes leves do petréleo, consumindo, preferencialmente, hidrocarbonetos lineares e, na
sequéncia, os hidrocarbonetos ramificados, isoprenoides e ciclanos (PETERS e
MOLDOWAN, 1993).

Neste contexto, o presente projeto teve como objetivos analisar a diversidade genética
e taxondmica de bactérias aerdbias isoladas de reservatérios de petrdleo da Bacia de Campos
e avaliar o seu potencial de degradacdo de biomarcadores do petréleo. Os resultados do
presente estudo permitirdo contribuir para a consolidagdo da linha de pesquisa de
Microbiologia do Petréleo, ainda pouco desenvolvida em dmbito nacional, oferecendo grande

potencial para pesquisa basica e de exploracdo tecnoldgica.

12



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Depésitos petroliferos e a diversidade microbiana associada

Para haver a acumulacio de petréleo e/ou gas, é necessdria a existéncia de uma rocha
capaz de gerar Oleo, a presenca de uma rocha reservatério e de uma barreira capeadora com
uma retengdo tridimensional, que irdo constituir uma armadilha (ou trapa) para a acumulacio
do petrdleo (Figura 1). A rocha geradora de petréleo € aquela que se formou com
caracteristicas de granulacdo muito fina, rica em matéria orginica, gerando o petréleo para a
formacgao armazenadora ou rocha reservatério. A rocha reservatério é aquela com condigdes
geologicas de armazenar o fluido e, normalmente, ela armazena os fluidos na seguinte
distribuicdo: uma capa de gds superior; uma capa de 6leo intermedidria e uma capa de dgua
salgada inferior. A rocha capeadora € formada por rochas impermedveis ou falhas provocadas
pela movimentagdo das camadas terrestres, que ndao permitirdo que os fluidos armazenados
migrem para outras camadas de rochas. A dgua contida no reservatdrio que se encontra nos
poros das formagdes, e normalmente salgada, é chamada de 4dgua de formagdo. Este é o
volume de dgua livre que ird suprir a energia para o deslocamento das dguas (water drive)
nestes reservatorios. Com este mecanismo de empuxo d’adgua é que os hidrocarbonetos serdo

liberados, via pocos perfurados, pela dgua que vai preenchendo os poros vazios, aumentando

e empurrando o Sleo para a superficie (CORREA, 2003).

Figura 1. Ilustracdo de reservatdrio de petrdleo. 1 = Rocha geradora; 2 = Rocha reservatdrio,
contendo 4gua, dleo e gis; 3 = Rocha capeadora impermeavel.
FONTE: San Joaquin Geological Society — SIGS, 2010.

Virias bactérias que habitam o ambiente marinho sdao degradadoras de petréleo, sendo
geralmente isoladas as degradadoras de alcanos ou compostos aromaticos, tais como tolueno,
naftaleno e fenantreno (HARAYAMA et al., 2004). As bactérias sulfato-redutoras, por
exemplo, utilizam compostos sulfurosos presentes na dgua do mar e produzem &cido

sulfidrico, que é téxico aos seres humanos e corrdi tubulagdes e tanques de petréleo. Ha
13



também os micro-organismos que proliferam em pocos de petréleo, bloqueando os poros das
rochas reservatdrio e reduzindo sua permeabilidade; e ainda ha aqueles que inativam produtos
quimicos que sdo adicionados para facilitar operacdes de produgdo e aumentar a durabilidade

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

No entanto, existem micro-organismos que produzem, durante seu crescimento,
substancias tteis que aumentam a recuperagdo do 6leo, tais como solventes, dcidos, gases,
surfactantes e biopolimeros. Além disso, alguns produzem metabdlitos que inibem o
crescimento das bactérias sulfato-redutoras, enquanto estimulam o crescimento das

metanogénicas (BASS e LAPPING-SCOTT, 1997).

Um dos primeiros estudos microbioldgicos em reservatorios de petréleo de dguas
profundas resultou no isolamento de uma bactéria sulfato-redutora, a partir de amostras de
dguas de injecdo (BASTIN, 1926). Por muito tempo permaneceu a divida sobre a origem
destas bactérias: se eram naturais destes ambientes, ou haviam sido introduzidas nos
reservatérios por operagdes de extracio do 6leo. Aguas de injecio podem carrear micro-

organismos ndo indigenas aos reservatorios, tanto aerébicos quanto anaerdbicos.

A possibilidade de organismos vivos sobreviverem ou prosperarem em ambientes que
contém O6leo depende das caracteristicas fisicas e composi¢do quimica do ecossistema. A
temperatura € o principal fator limitante para o crescimento microbiano em reservatdrios de
6leo, sendo sugerido que a presencga de bactérias estd limitada a temperaturas maximas de 80

e 90 °C (FISHER, 1987; BARTH, 1991).

Estudos realizados por vdarios autores vém demonstrando uma grande diversidade
taxondmica e funcional de micro-organismos recuperados de reservatorios localizados em
regides geograficamente distintas do planeta, incluindo desde micro-organismos anaerdbicos
estritos termofilicos e hipertermofilicos até anaerdbicos facultativos e termotolerantes
(ORPHAN et al., 2000). Destes, muitos representam espécies € géneros novos. Magot et al.
(2004) descreveram duas espécies novas de bactérias redutoras de sulfato, Desulfovibrio
bastinii e D. gracilis, isolados de amostras de 4gua coletadas em um reservatério de petréleo
no Congo. Outros trabalhos incluem a descricio 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 anaerdbias, termofilicas e

fermentativas isoladas de reservatorio de petréleo continental da Sibéria Ocidental.

Outros trabalhos relatam a recuperagdo de bactérias aerdbias de reservatdrios de
petréleo. Nazina et al. (2001), em um estudo taxondmico de Bacillus em reservatérios de
petréleo da Russia, Cazaquistdo e China, descreveram o género aerdbico Geobacillus, com
duas novas espécies, G. subterraneus e G. uzenensis, isolados de dguas de formacdo. Um
estudo de caracterizacdo da comunidade de bactérias associadas a reservatdrio de petréleo
através de métodos dependentes e independentes de cultivo detectou espécies pertencentes aos
géneros  aerdbicos  Marinobacter,  Pseudomonas, Halomonas, Acinetobacter e
Methylobacterium (ORPHAN et al., 2000). Mais recentemente, outro estudo similar de
caracterizacdo de comunidades usando uma abordagem polifasica identificou muitos géneros
aerébicos em reservatorios de petréleo de alta temperatura no Mar do Norte, incluindo
Sphingomonas, Stenotrophomonas, Xanthomonas, Agrobacterium, Pseudomonas, Bacillus,
Microbacterium, Marinobacter, dentre outros (KASTER et al., 2009). A andlise da
diversidade microbiana em sistemas de injecdo de dgua em plataformas brasileiras permitiu a
deteccdo de diversos grupos de bactérias aerdbias através de bibliotecas de genes de RNAr
16S, sendo os géneros mais abundantes Marinobacter, Colwellia e Achromobacter

(KORENBLUM et al., 2010).

Dentre os micro-organismos anaerdbicos estritos presentes nos reservatorios de 6leo
reportados na literatura, o principal grupo inclui arqueias (termofilicas e hipertermofilicas) e
bactérias redutoras de sulfato (BRS), as quais estdo envolvidas com os processos de corrosao
de equipamentos (mesofilicas) e producdo in situ de H,S (termofilicas). Outras importantes
comunidades microbianas destes ambientes sdo representadas pelas arqueias metanogé€nicas
(principalmente as mesofilicas); bactérias (mesofilicas e termofilicas) e arquéias
fermentativas; e bactérias redutoras de ferro e manganés (principalmente as mesofilicas)

(MAGQOT et al., 2000).

No Brasil, estudos de caracterizacdo de comunidades microbianas associadas a
reservatorios de petréleo, utilizando técnicas convencionais de cultivo ou métodos
moleculares independentes de cultivo, t€m revelado a recuperagdo e/ou detec¢do de uma
ampla diversidade de bactérias em reservatérios profundos. Um trabalho recente desenvolvido
pela nossa equipe na Divisdo de Recursos Microbianos, CPQBA/UNICAMP, permitiu a

identificacdo de nove diferentes grupos taxondmicos em amostras de 6leo provenientes de
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pogos profundos com diferentes graus de biodegradacdo (ndo 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 Dominio Bactéria: Firmicutes (Gram positivas de baixo conteudo
de GC); Actinobacteria (Gram positivas de alto conteido de GC); y-Proteobacteria e e-
Proteobacteria. Foi verificado que alguns destes grupos de micro-organismos eram exclusivos
da amostra de dleo degradada, como os géneros Acinetobacter, Bacillus e Streptococcus.
Destes, membros dos géneros Acinetobacter e Bacillus t€m sido associados com petréleo e
degradacdo 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 abundancia, dos grupos microbianos presentes nas amostras de dgua e 6leo originadas dos
reservatorios de petrdleo. Além disso, estudos de degradag@o realizados com bactérias
isoladas das mesmas amostras de dgua de formacdo e dleo, revelaram a recuperacdo de
bactérias com capacidade de degradar diferentes biomarcadores do petrdleo

(VASCONCELLOS et al., 2009).

A determinacdo da presenca ou auséncia de bactérias em reservatdrios de petréleo
poderia ajudar na elaboragdo de medidas de prevengdo de problemas associados com a
biocorrosdo de equipamentos, biotransformacdo e biodeterioragdo dos o6leos, e o
conhecimento sobre sua ecologia poderia auxiliar a elucidar os mecanismos que governam a

degradacdo do 6leo nos reservatorios.

2.2 Biodegradac¢ao microbiana do petréleo

O petréleo é uma mistura complexa de varios compostos orginicos e de alto contetddo
de energia (VAN HAMME et al., 2003). Os hidrocarbonetos de petréleo podem ser
classificados em quatro classes principais: (i) saturados, (ii) aromaticos, (iii) asfaltenos e (iv)
resinas (LEAHY e COLWELL, 1990). Os hidrocarbonetos saturados, menos polares, sao
mais abundantes, seguidos pelos compostos arométicos. Os menos abundantes s@o as resinas,

mais polares, e facilmente adsorvidas a matriz da rocha do reservatério (MELO et al., 2001).
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Desde o inicio da producio de 6leo comercial, cerca de 140 anos atrds, os engenheiros
do petréleo t€m enfrentado problemas causados por micro-organismos presentes nos sistemas
de produgdo do petréleo (MAGOT et al., 2000).

Grande parte dos recursos petroliferos do planeta é constituida por 6leo pesados, ou
seja, que sofreram biodegradacio (ROLING et al., 2003). Virios sdo os fatores que
influenciam a biodegradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo, incluindo tanto fatores fisico-
quimicos, como pH do meio, teor de matéria organica, composi¢do quimica do
hidrocarboneto e temperatura, quanto fatores bioldgicos, como distribuicio de micro-
organismos no meio, adaptacdo fisiologica e metabdlica e composi¢do das comunidades de
micro-organismos degradadores (MELO et al., 2001).

Dependendo de sua densidade (gravity), os dleos sdo classificados pelo American
Petroleum Institute — APl — em varios graus (specific gravity), sendo que os com maior
graduacdo s@o os melhores, ou seja, como exemplo, um 6leo de 17° API € muito pesado e um
de 30° API é mais leve. Alguns fatores afetam o grau de API dos 6leos, como: idade
geoldgica, profundidade do reservatério, tectonismo, salinidade e teor de enxofre (CORREA,
2003).

Os 6leos podem também ser caracterizados como biodegradados e ndo biodegradados
e classificados de acordo com seu grau de biodegradacdo pela andlise da distribui¢do dos
hidrocarbonetos usando os critérios propostos por Peters e Moldowan (1993). Brevemente,
estes critérios sdo baseados no desaparecimento de certas classes de hidrocarbonetos dos
Oleos, dependendo de sua susceptibilidade a biodegradacdo. Os n-alcanos sdo os mais
susceptiveis, seguidos dos alcanos com ramificagdes simples, enquanto que os alcanos
policiclicos sdo geralmente os mais resistentes. Na escala de 0 a 10, o nivel O corresponde ao
6leo ndo degradado, o nivel 1 representa alguma remocdo de n-alcanos, niveis 2 e 3
correspondem a uma maior remocao de n-alcanos, isoalcanos e alcanos isoprendides, niveis 4
e 5 correspondem a completa remog¢do de n-alcanos, deple¢do de isoprendides aciclicos e
alguma remocg@o de hidrocarbonetos ciclicos e policiclicos, incluindo os aromaticos, os niveis
6 a 10 representam a degradacdo severa do 6leo, com a destrui¢do dos esteranos regulares e
alteracdo da distribuicdo dos hidrocarbonetos policiclicos hopanos.

Os efeitos da biodegradacdo na composic¢do e propriedades fisico-quimicas de 6leos
brutos e gases naturais sdo bem conhecidos e levam a diminui¢do do teor de hidrocarbonetos
saturados, ao aumento da densidade dos 6leos, conteddo de enxofre, acidez, viscosidade,

conteuido de metais e ainda a diminui¢cdo do grau API (HEAD et al., 2003).
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Do ponto de vista econdmico, estas alteracdes nas propriedades dos dleos acarretam
uma diminui¢do significativa do seu potencial de refino, biocorrosdo de equipamentos e
tubulagdes e producdo de compostos indesejados (polimeros, gomas, dcidos organicos e H,S),
que podem causar a biodeterioragdo dos 6leos (CORD-RUWICH et al., 1987; HEAD et al,,
2003).

Devido a complexidade quimica do petréleo, uma s6 espécie de micro-organismo nao
€ capaz de promover a degradacdo completa da mistura, sendo necessaria a atuacdo de
consércios microbianos munidos de uma ampla variedade enzimatica capaz de agir sobre
moléculas de hidrocarbonetos alifiticos de cadeias longas, curtas, lineares e/ou ramificadas
(WATKINSON e MOEGAN, 1990) e compostos arométicos (e.g., benzeno, tolueno,
naftaleno) (OKERENTUNGBA e EZERONYE, 2003; KANALY ¢ HARAYAMA, 2000).
Alguns sd@o co-metabolizados, situagdo em que enzimas de outras vias metabdlicas atuam
sobre compostos ndo-alvo, gerando modificagdes quimicas nas moléculas (PRITCHARD et
al., 1995). Os produtos de uma biotransformacio podem servir como fonte de carbono e
energia para outras espécies da comunidade (SCHWARTZ e LITSKY, 1976; ROLING et al.,
2003).

As bactérias perfazem grande parte da microbiota com potencial degradativo em
reservatérios de petrdleo. Adaptacdes fisioldgicas e genéticas desses organismos que
permitem a biodegradacdo de hidrocarbonetos podem ser repassadas a descendéncia ou
disseminadas via transferéncia lateral, como por exemplo, genes catabdlicos com localizagdo
plasmidial (OKERENTUNGBA ¢ EZERONYE, 2003).

Estudos recentes catalogaram mais de 47 géneros de bactérias capazes de
biotransformar petréleo e derivados, incluindo isolados de ambientes terrestres e marinhos
contaminados com petréleo, tal como Achromobacter, Acinetobacter, actinomicetos,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia ¢ Pseudomonas (MELO et al.,
2001).

Estudos de genes associados a vias de degradagcdo de componentes do petréleo tém se
intensificado (ZYLSTRA e GIBSON, 1991; HAMANN et al., 1999). A degradagdo de
compostos aromaticos € bem representada pelo tolueno que, certamente, possui a via mais
estudada (ZYLSTRA e GIDSON, 1991). Essa via se inicia pela adicdo de oxigénio na posi¢ao
2,3 do anel aromdtico por uma dioxigenase. Em seguida, ocorre uma desidrogenacio,
originando catecol e a clivagem do anel, resultando, como produto final, o d&cido

clorobenzdico (KANALY e HARAYAMA, 2000).
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Em Pseudomonas putida DOT-T1, Mosqueda et al. (1999) descreveram a via
metabdlica do tolueno com 13 genes divididos em dois operons: todXFCIC2BADEGIH e
todST, com uma sequéncia de nucleotideos de aproximadamente 15 Kb.

Outras vias relacionadas a degradagdo de compostos aromdticos foram relatadas em
Pseudomonas putida BE81, (genes bnz, degradacdo de benzeno) e Pseudomonas sp. mt-2
(operon xyl, degradacdo de xileno), e em outros géneros bacterianos (PRITCHARD, et al.,
1995; OTHA et al, 2001; VAN HAMME et al., 2003).

Além de hidrocarbonetos aromdticos, vias degradativas de alcanos sdo bastante
estudadas (VAN BEILEN et al., 2002). Os alcanos sdo hidrocarbonetos saturados que
perfazem grande parte da composi¢cdo do petréleo (MELO et al., 2001), de onde é retirada a
fracdo correspondente a gasolina. Nesta classe encontram-se, ainda o metano (CHy), etano
(C,Hg), propano (C3Hs) e butano (C4H;o) (CHAPMAN, 1983).

A via de degradagdo dos alcanos consiste em um sistema de hidroxilases formado
basicamente por trés componentes enzimdticos: hidroxilase de alcano (AlkB), rubredoxina
(AIkG) e rubredoxina redutase (AlkT). A AlkB € uma proteina de membrana que potencializa
a reacdo de hidroxilacdo. Essa proteina é codificada pelo gene alkB, com aproximadamente
1,2 kb, o qual tem sido detectado em uma larga fracdo de micro-organismos de ambientes
contaminados por 6leo, sendo marcante no género Pseudomonas (SMITS et al., 2002). Por
esse motivo, podemos inferir que o gene alkB é um potencial marcador molecular de
contaminag@o ou de processos biodegradativos de petréleo, podendo ser utilizado em estudos
de prospeccdo em amostras de petréleo bruto.

A biodegradacdo aerébia de n-alcanos se inicia pela atividade de uma monoxigenase, a
qual introduz um grupo hidroxila na cadeia alifatica. Os principais intermedidrios da
degradagdo de alcanos sdo acidos graxos, os quais sdo produzidos a partir de alcandis, via
aldeidos. Estes dcidos podem ser decompostos por rotas biossintéticas tipicas de degradagao
de 4cidos carboxilicos, em que a molécula é quebrada em 4cidos menores. Acidos graxos
podem servir como fontes de carbono para bactérias de uma comunidade, podendo aumentar
o indice de degradacio de hidrocarbonetos (BERTHE-CORTI e HOPNER, 2005).

A capacidade metabdlica de uma comunidade € meramente um efeito aditivo da
habilidade de cada membro deste consdrcio a degradar diferentes compostos de uma mistura,
como por exemplo, o petrdleo.

A degradacgdo anaerdbia de tolueno por culturas puras de bactérias redutoras de sulfato

e bactérias desnitrificantes levam ao acimulo de seus produtos finais reacionais, ou seja,
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benzilsuccinato e benzilfumarato (EVANS et al., 1992). Da mesma forma, a degradacio de m-
ou o-cresol, por bactérias desnitrificantes leva ao acimulo de 4-hidroxi-3-metil-benzoato e 4-
hidroxi-2-metil-benzoato, respectivamente (RUDOLPHI et al., 1991). No entanto, estes
metabdlitos microbianos ndo sdo encontrados sob condicdes naturais, ou seja, nos
reservatdrios de petrdleo, podendo-se afirmar que quando em comunidades microbianas, estes
produtos podem servir como substratos ao crescimento de outras espécies, tanto aerodbias,
quanto anaerdbias, as quais, por sua vez, levariam a completa mineralizacdo do substrato

original.

2.3 Degradacao de hidrocarbonetos e sua aplicacao biotecnoldégica

Os hidrocarbonetos de petréleo sdao os contaminantes mais amplamente distribuidos
em quase todos os ecossistemas. Atmosfera, solos, dguas superficiais e subterrdneas e
ambientes marinhos tém sido continuamente afetados pela poluicdo produzida durante a
extragdo, refino, transporte e uso do petrdleo (MARGESIN et al., 2003; LE BORGNE et al.,
2008).

O petrdleo contém uma mistura de centenas de compostos individuais, os quais sdo
geralmente agrupados em quatro fragdes de acordo com sua solubilidade em solventes
organicos: hidrocarbonetos saturados, hidrocarbonetos aromadticos, resinas e asfaltenos
(SUGIURA et al., 1997). Marshall e Rogers (2003) contribuiram para a determinacdo da
complexidade da composicdo do petréleo com a identificagdo de mais de 17.000 compostos

quimicos distintos através de espectrofotometria de massas de alta resolugéo.

A poluicdo ambiental com hidrocarbonetos de petréleo, estimada em varios milhdes de
toneladas por ano (XU et al., 2008), tornou-se um problema grave em todo o mundo. A
limpeza destes locais poluidos pode ser realizada por micro-organismos degradadores de
petréleo, processo conhecido como biorremediacio, o que constitui uma alternativa bioldgica
para a descontaminacdo de locais impactados com petréleo (VAN HAMME et al., 2003). A
biorremediacdo é baseada na habilidade metabdlica de micro-organismos para transformar ou
mineralizar contaminantes orgdnicos em substancias menos nocivas, as quais sdo logo
integradas aos ciclos naturais biogeoquimicos. A intensidade da biodegradacéo ¢ influenciada
por vérios fatores, tais como nutrientes, oxigénio, pH, composi¢do, concentracdo e
biodisponibilidade dos contaminantes, assim como pelas caracteristicas fisicas e quimicas do

ambiente contaminado (MARGESIN e SCHINNER, 2001). Varios autores também tém
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apontado que as fracdes constituintes do petrdleo apresentam suscetibilidade diferenciada a
biodegradacdo. A degradacdo ocorre primeiramente em direcdo aos n- e iso-alcanos, em
seguida aos ciclo-alcanos de 1 a 3 anéis aromdticos e, finalmente, em direcdo aos poli-

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

Muitos ambientes sdo caracterizados por baixas ou elevadas temperaturas, pH 4cidos
ou alcalinos, anaerobiose, altas concentragdes de sais ou pressdo. Os micro-organismos
denominados extremdfilos estdo adaptados a crescer e proliferar sob estas condigdes
diferentes e constituem, portanto, importantes fontes de arsenais enzimadticos unicos,
resistentes a condicdes extremas. Os reservatdrios de petréleo constituem, em geral, um
habitat natural de micro-organismos extremdfilos, os quais suportam elevada pressdo,

temperatura, anoxia, salinidade, escassez de nutrientes, entre outras condigdes adversas.

Os micro-organismos extremofilos degradadores de hidrocarbonetos sdo candidatos
ideais para o tratamento biolégico de locais poluidos (MARGESIN e SCHINNER, 2001).
Além disso, as vias de degradacdo também sdo importantes como fontes de novas atividades
cataliticas tdteis em quimica verde e biotecnologia branca (GALVAO et al., 2005). Portanto, o
potencial biocatalitico de linhagens microbianas derivadas de ambientes extremos vem
ganhando crescente interesse, sendo que a identificagdo de novos compostos e rotas
metabdlicas, incluindo a caracterizacdo molecular e bioquimica de componentes celulares,
vém estimulando estudos microbioldgicos destes nichos e representam uma fonte inovadora
para a investigacdo dos processos biocataliticos, os quais constituem uma ferramenta

biotecnoldgica de elevado valor industrial e ambiental.

2.4 Técnicas moleculares e a caracterizacao da diversidade microbiana

Nos udltimos anos, as técnicas moleculares tém movimentado os laboratérios
especializados em sistemédtica microbiana. Os dados moleculares, particularmente referentes
as sequéncias de RNAr 16S, tém sido utilizados na descricio de novas espécies,
complementando a andlise de % mol G+C do DNA (COENYE et al., 2005).

A correta identificagao e classificagio de micro-organismos € de extrema importincia
prética, ndo s6 no aspecto clinico mas também na fitopatologia, biotecnologia e estudos
ambientais. Os métodos usados na discriminacdo de géneros, espécies e estirpes de micro-
organismos podem ser divididos em métodos fenotipicos e genotipicos. Os métodos

fenotipicos baseiam-se em fendmenos bioquimicos, fisiologicos e bioldgicos, enquanto 0s
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métodos genotipicos detectam polimorfismos ao nivel dos 4cidos nucléicos, ou variacdo
alélica ao nivel de enzimas.

A tipagem de micro-organismos, isto €, a capacidade de identificacdo em nivel da
espécie e de discriminacdo entre individuos da mesma espécie apresentou grandes avangos
nos ultimos anos, tendo sido apoiada por uma série de novos métodos que fazem uso da
variagdo encontrada no DNA destes micro-organismos. O desenvolvimento de técnicas
moleculares de tipagem de micro-organismos abriu novas possibilidades nos campos da
classificagdo, identificacdo e diagnéstico (TOWNER e COCKAYNE, 1993).

A taxonomia molecular baseada no estudo das moléculas de DNA e RNA pode levar a
inferéncia de relacdes evolutivas sobre grupos de bactérias, complementando as
caracteristicas fenotipicas e resolvendo muitos problemas polémicos de identificagcdo e
classificag@o de diversos grupos taxondmicos complexos (WOESE, 1987).

Nas ultimas duas décadas, tém sido descritas variacdes no método basico de PCR
(Polymerase Chain Reaction) (MULLIS e FALOONA, 1987), utilizadas com acuidade no
diagnéstico, quantificacdo, caracterizacdo e identificacdo de micro-organismos e da atividade
dos mesmos. Em estudos de diversidade de micro-organismos a técnica de PCR ¢ utilizada em
vérias metodologias como a andlise de restrigdo do DNA ribossdmico amplificado (ARDRA —
Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis), polimorfismo dos espacadores (IGS -
intergene sequences) do DNA ribossomico, DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoreis), TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis), PCR-SSCP (Single-
Strand-Conformation Polymorphism), PCR de sequéncias repetitivas de DNA (rep-PCR
usando primers REP, ERIC ou BOX), PCR com primers randdmicos (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 4cidos
nucléicos, associado ao método de PCR é o mais importante avango nos estudos de
sistemdtica microbiana.

A escolha do método a ser aplicado deve ser feita de acordo com a finalidade
pretendida (e.g. identificacdo, diferenciagcdo), entre outros aspectos, como reprodutibilidade,
poder discriminatério, custos envolvidos, etc.

Em genética de populacdes e ecologia microbiana, as técnicas moleculares geram
dados para estudos da distribuicdo natural das bactérias no ambiente. Pesquisas realizadas na
ultima 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 fracdo da diversidade microbiana no ambiente é cultivavel (STALEY e
KONOPKA, 1985).

O desenvolvimento de metodologias moleculares independentes de cultivo, baseadas
na extracdo direta de 4cidos nucléicos de amostras ambientais, associadas as 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 t€ém sido cada vez mais utilizadas como ferramenta para a
avaliacdo da diversidade de micro-organismos em amostras ambientais, contornando os
problemas associados aos métodos de isolamento e cultivo tradicionais (COUTINHO et al.,
2001).

Entretanto, vérios autores t€m demonstrado que a abordagem polifasica para estudo de
comunidades microbianas, ou seja, que combina o uso de técnicas tradicionais de isolamento
e cultivo com metodologias independentes de cultivo, € a mais adequada para uma avaliacdo
mais abrangente da diversidade microbiana em amostras ambientais, incluindo petréleo, solos,
sedimentos, dentre outras, uma vez que permite a recuperacdo 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

e Caracterizacdo taxonOmica da fragdo cultivada da comunidade de bactérias de
amostras de &dgua-de-formacdo e Oleos brutos originadas de pocos de campos

petroliferos biodegradados e ndo-biodegradados da Bacia de Campos (RJ);

e Avaliacdo funcional dos isolados quanto a capacidade de degradacdo de

hidrocarbonetos do petréleo.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no dmbito da segunda fase do projeto CTPETRO
“Caracterizacio de processos biogeoquimicos em acumulacoes de petroéleo”, financiado
pela Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP) e Petrobras e desenvolvido na Divisdo de
Recursos Microbianos (CPQBA), em parceria com o Instituto de Quimica 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 petréleo e dgua de formagdo
coletadas de cinco pogos em producdo 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 Caracteristicas geologicas e geoquimicas da drea de coleta dos oleos

A Bacia de Campos cobre uma area aproximada de 100.000 km?, principalmente na
parte costa afora até a isObata de 3.400m, e é a bacia mais prolifica do Brasil. Possui
aproximadamente 85% das reservas brasileiras confirmadas de petréleo e 40% das de gés
(JAHNERT et al., 1998). A formag¢do da Bacia de Campos estd relacionada com a separagdo
do supercontinente de Gondwana, que ocorreu no periodo Eocreticeo. Sua evolugdo
tectonosedimentar pode ser dividida em tré€s fases principais: fase rift, durante a qual ocorreu
a deposicdo de rochas geradoras lacustres salinas (MOHIAK et al. 1989), transicional que
engloba as litologias mais complexas da pilha sedimentar e na qual estdo incluidas rochas
silicicldsticas, margas, carbonatos e evaporitios, e drifte, que comegou com a sedimentacio de
carbonatos de dgua rasa seguidos por sedimentos de aguas profundas e culminando com uma
sequéncia 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 regido da Bacia de Campos, a seta vermelha indica a plataforma Pampo
onde foi realizada a coleta.
FONTE: Guardado et al., 1989.

Estes pocos diferem em caracteristicas como temperatura, profundidade e nivel de

degradag@o dos dleos (Tabela 1). Também foi coletada uma amostra de agua de formacao.

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

Estas foram transportadas ao laboratério e mantidas a temperatura ambiente.

Tabela 1 - Caracteristicas do pogo de origem na Bacia de Campos (RJ).

Reservatérios P1 P2 P3 P4 P5
de petréleo
Nivel de Nao Altamente Moderadamente Altamente Nio
biodegradacio  biodegradado  biodegradado biodegradado biodegradado  biodegradado
Temperatura 82°C 71°C 62 °C 62°C 85°C
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 Colecido Brasileira de
Micro-organismos de Ambiente e Induistria (CBMAI/UNICAMP). Estes isolamentos foram
realizados por outros alunos, no &mbito do Projeto CTPETRO *““Caracterizaciao de processos
biogeoquimicos em acumulacoes de petroleo” — Fase II (CRUZ et al., 2010). Os repiques
foram feitos a partir dos isolados de bactérias conservados em ultrafreezer a -80 °C em meios
apropriados acrescidos de glicerol (Tabela 2). Apds o periodo de crescimento de 48 horas, foi
checada a pureza das culturas através de andlise microscopica (coloragdo de Gram) e
macroscopica (morfologia das coldnias). As denominagdes dos isolados, os meios utilizados,

a temperatura de incubacio e o pogo de origem estdo listados na Tabela 3.
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Tabela 2 - Meios de cultivo usados e sua composicao.

Meio Composicao Formulacao g/L.
Nutriente Agar - NA Extrato de carne 1,0
CM 0003 Extrato de levedura 2,0
Oxoid LTD Basingstoke, Hampshire, Peptona 5,0
England. Cloreto de sédio 5,0
pH7.4+0,2 Agar 15,0
*NaCl 15,0
Tryptone Soya Agar —TSA Caseina pancredtica 17,0
CM 0129 Papaina de soja 3,0
Oxoid LTD Basingstoke, Hampshire, Cloreto de sédio 5,0
England. Fosfato de potéssio dibésico 2,5
pH7,3+0,2 Glicose 2,5
Agar 15,0
Brain Heart Infusion — BHI Infusdo de cérebro de bezerro 12,5
CM 225 Infusdo de coracdo de boi 5,0
Oxoid LTD Basingstoke, Hampshire, Proteose peptona 10,0
England. Glicose 2,0
pH7.4+0,2 Cloreto de sédio 5,0
Fosfato de s6dio dibasico 2,5
GYM Glicose 4,0
Referéncia: DSMZ - Deutsche Extrato de levedura 4,0
Sammuung Von Mikroorganismen Extrato de malte 10,0
und Zellkulturen GmbH, Carbonato de cilcio 2.0
Braunschweig, Germany Agar 12,0
pH72£10 *NaCl 15,0
Marine Agar — MA Peptona 5.0
pH7,£0,2 Extrato de levedura 1,0
Citrato férrico 0,1
Cloreto de sddio 19,5
Cloreto de magnésio 8,8
Sulfato de sédio 32
Cloreto de célcio 1,8
Cloreto de potéssio 0,6
Bicarbonato de sddio 0,2
Brometo de potéssio 0,1
Cloreto de estroncio 0,03
Acido bérico 0,02
Silicato de sodio 0,004
Fluoreto de sédio 0,002
Nitrato de amo6nio 0,002
Fosfato disddico 0,008
Agar 15,0

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

Linhagem Origem Meio de Linhagem Origem Meio de
cultivo cultivo
SG 24 P1 NA, 28 °C SG 33 AF NA, 28 °C
SG 25 P1 NA, 28 °C SG 34 AF NA, 28 °C
SG 26 P1 NA, 28 °C SG 35 AF NA, 28 °C
SG 27 P1 NA, 28 °C SG 36 AF NA, 28 °C
SG 40 P1 NA, 28 °C SG41_1 AF NA, 28 °C
SG47_1 P1 NA, 28 °C SG41_2 AF TSA, 28 °C
SG47_2 P1 NA, 28 °C SG42_1 AF NA, 28 °C
P1_1 P1 TSA, 35°C SG43_1 AF NA, 28 °C
P1_4 P1 TSA, 28 °C SG43_2 AF TSA, 28 °C
SG 4 P2 NA, 28 °C SG 46 AF NA, 28 °C
SGS5 P2 NA, 28 °C SG54_1 AF NA, 28 °C
SG 6 P2 NA, 28 °C SG 542 AF NA, 28 °C
SG 20 P2 NA, 28 °C SG 55 AF NA, 28 °C
SG 21 P2 NA, 28 °C SG 56 AF NA, 28 °C
SGC P2 NA, 28 °C SG 57 AF NA, 28 °C
P2 1 P2 MA, 35°C SG58_1 AF NA, 28 °C
P2 2 P2 TSA, 50 °C SG 58 2 AF NA, 28 °C
SG 3 P3 NA, 28 °C SG 61 AF NA, 28 °C
SG 15 P3 NA, 28 °C SG 62 AF NA, 28 °C
SG23_2 P3 TSA, 28 °C AF 5 AF TSA, 35°C
SG 49 P3 NA, 28 °C AF 6 AF TSA, 35°C
SG 1 P4 NA, 28 °C AF 8 AF TSA, 35°C
P4 1 P4 MA, 35°C AF9 AF MA, 35 °C
P4 3 P4 TSA, 35°C AF 10 AF MA, 35 °C
P4 4 P4 MA, 35°C AF 12 AF TSA, 35°C
P4 5 P4 GYM, 35 °C AF 13 AF TSA, 35°C
SG 2 P5 NA, 28 °C AF 14 AF TSA, 35°C
SG 50 P5 NA, 28 °C AF 16 AF TSA, 28 °C
SG51_1 P5 NA, 28 °C AF 17 AF TSA, 28 °C
SG51_2a P5 NA, 28 °C AF 18 AF MA, 28 °C
SG 52 P5 TSA, 28 °C AF 19 AF MA, 35 °C
SG 59 P5 NA, 28 °C AF20 AF MA, 35 °C
P5_3 P5 TSA, 28 °C AF 21 AF MA, 35 °C
SG7 AF NA, 28 °C AF 26 AF MA, 35 °C
SG 8 AF NA, 28 °C AF 27 AF MA, 35 °C
SG9 AF NA, 28 °C AF 28 AF MA, 50 °C
SG 10 AF NA, 28 °C AF 29 AF MA, 50 °C
SG 11 AF NA, 28 °C AF 30 AF MA, 28 °C
SG12_1 AF NA, 28 °C AF 32 AF MA, 35 °C
SG12_2 AF NA, 28 °C AF 33 AF MA, 35 °C
SG 13 AF NA, 28 °C AF 34 AF MA, 35 °C
SG 14 AF NA, 28 °C AF 35 AF MA, 35 °C
SG 16 AF NA, 28 °C AF 39 AF MA, 35 °C
SG 18 AF NA, 28 °C AF 40 AF MA, 50 °C
SG 28 AF NA, 28 °C AF 43 AF TSA, 35°C
SG 29 AF NA, 28 °C AF 44 AF GYM, 28 °C
SG 30 AF BHI, 28 °C AF 45 AF GYM, 28 °C
SG 31 AF NA, 28 °C AF 46 AF GYM, 28 °C
SG 32 AF NA, 28 °C AF 47 AF MA, 35 °C
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4.2 Extracao do DNA

O DNA genomico das 98 bactérias isoladas de amostras de 6leo e dgua de formacdo
provenientes dos reservatorios de petrdleo foi extraido de acordo com os protocolos descritos
por Pitcher et al. (1989), Young e Blakesley (1991) e Pospiech e Neumann (1995). Os
resultados da extra¢do foram visualizados em gel de agarose 0,8% corados com brometo de
etidio (0,1 pg/mL) em transiluminador UV. A estimativa da concentragcdo do DNA total dos
isolados foi realizada utilizando-se o DNA intacto do fago lambda como padrio de

concentragao.

4.3 Amplificacdo do gene RNAr 16S

O DNA obtido foi utilizado em reagdes de PCR para amplificagdo do DNAr 16S. O
par de primers utilizado, homdlogos a regides conservadas do DNAr 16S para o Dominio
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 amplifica¢do utilizado consistiu de 1 ciclo a 95 °C por 2 minutos; 30 ciclos a 94 °C por
1 minuto, 55 °C por 1 minuto e 72°C por 3 minutos; e 1 ciclo de extensio final a 72 °C por 3
minutos. Foram utilizadas aliquotas de 50 a 100 ng de DNA gendmico, em reacdes de 50 uL.
contendo 2,0 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen); 1 x Tampao da Taq (Invitrogen); 1,5
mM de cloreto de magnésio, 0,2 mM de uma mistura de dNTPs e 0,4 uL de cada primer. Os
resultados de amplificacdo dos fragmentos do gene RNAr 16S foram confirmados em géis de

agarose 1%, corados com brometo de etidio (0,1 pg/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 taxondmicos
potencialmente distintos para posterior sequenciamento do gene DNAr 16S e inferéncia
filogenética. Os produtos de amplificacio do gene RNAr 16S foram utilizados em reagdes
independentes de restricdo enzimdtica, empregando-se 3 enzimas MSPI, Haelll e Alul (GE
Healthcare), as quais reconhecem sitios distintos de quatro pares de bases na sequéncia de
DNA. Cerca de 5 pL (~ 0,5 a 1,0 pug) do produto de PCR foram adicionados a um volume
final de reacdo de 10 uL contendo 3 U de enzima e 1,0 pL. de tampdo da enzima (10 x). O

tempo de incubacdo da reacdo foi de 2 horas a 37 °C. Os produtos da restricdo enzimadtica de
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cada isolado foram submetidos a eletroforese cujas condi¢des foram 120 V por 2h 40min,
onde todo o volume da reacdo (10 uL) foi aplicado em um gel de agarose 2,5% corado com
brometo de etidio. Os perfis de bandas polimérficos foram visualizados em transiluminador
UV e documentados utilizando-se o equipamento UVP Biolmaging Systems (UVP, Upland,
CA, USA).

4.5 Sequenciamento

Os produtos de PCR do DNAr 16S dos isolados que apresentaram perfis de restri¢do
(ARDRA) distintos, levando-se em consideragéo as trés enzimas utilizadas, foram purificados
utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA and gel band purification kit, GE Healthcare) e
submetidos ao sequenciamento em sequenciador automético (MegaBace 500, GE Healthcare).
As reacdes de sequenciamento foram realizadas com o Kit DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit for MegaBace DNA Analysis Systems (GE Healthcare), segundo
especificagdes do fabricante. Os primers utilizados para o sequenciamento foram 10f (57 -
GAG TTT GAT CCT GGC TCA G - 3%) (LANE, 1991); 782r (5" - ACC AGG GTA TCT
AAT CCTGT -3")e 1100r (5" - AGG GTT GGG GTG GTT G - 3") (LANE, 1991).

4.6 Analise Filogenética

As sequéncias parciais do gene RNAr 16S obtidas com cada primer foram montadas
em um contig (sequéncia inica combinando os diferentes fragmentos obtidos) com ajuda do
programa phredPhrap (EWING et al., 1998) e comparadas com as sequéncias 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 entdo selecionadas
diversas sequéncias de organismos relacionados ao organismo desconhecido para realizacdo
das andlises filogenéticas. As sequéncias 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 distincia evolutiva foram calculadas com o modelo de Kimura 2 p (1980) e a
construcdo da drvore filogenética a partir das distancias 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 incluidas 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 2 mesma espécie. Trés dos seis
primers listados a seguir foram utilizados para a tipagem dos isolados bacterianos, em reacdes
independentes: UBC# 12 (5" - CCT GGG TCC A - 37), UBC# 25 (5" - ACA GGG CTC A -
37), UBC# 31 (5"- CCG GCCTTC C-3"), UBC#2 (5" - CCT GGG CTT G -3"), UBC #4
(5-CCTGGGCTGG-3")e UBC# 15 (5- CCTGGGTTTG - 37) (Set 100/1; University of
British Columbia, Vancouver, Canadd). Na reacdo utilizou-se 1 X do tampao da enzima Taq
DNA polimerase (Invitrogen); 0,2 mM de uma mistura de dNTPs, 1 uM do primer, 2 U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 5 ng de DNA gendmico. O programa de amplificacdo
consistiu de 1 ciclo de 2min. a 95 °C, 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30s a 36 °C e 1min. a
72 °C e um ciclo final de extensdo a 72 °C 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 reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo, em condi¢des de corrida a 100 V por 2h 30min.
Os perfis de bandas polimérficos foram visualizados em transiluminador UV e documentados

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

4.8 Analise dos fingerprints

As imagens digitalizadas dos géis obtidos com os métodos ARDRA e RAPD foram
analisadas com o auxilio do programa Gelcompar v. 4.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica).
A similaridade entre os isolados foi calculada a partir dos géis através da comparacido dos
perfis de bandas utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson (1926). Os dendrogramas
de similaridade foram construidos 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 andlise visual dos géis e a coeréncia
dos clusters como representantes de grupos taxondmicos distintos foi determinada através do
sequenciamento e andlise filogenética de alguns dos isolados. No caso das andlises 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 idénticos (BRAAK et

al., 2000).

32



4.9 Triagem enzimatica de alto desempenho (HTS — High Throughput Screening)

Os isolados obtidos foram avaliados nos ensaios de triagem enzimdtica para as
atividades de hidrolases (lipases, esterases e epoxido-hidrolases) e monoxigenases (Figura 3).
Aqueles que apresentaram os melhores resultados de atividade biocatalitica nestes ensaios
foram selecionados para os experimentos convencionais de biodegradacdo. Estes
experimentos foram realizados no Laboratdério de Quimica Orgénica do Instituto de Quimica,

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

Para os ensaios de triagem enzimdtica, as bactérias foram cultivadas em meio sélido e
incubadas de acordo com a Tabela 3. Apds o crescimento, as culturas foram transferidas para
microtubos para serem pesadas. As sondas para lipases (L1P1), esterases (ES1, ES2),
epoxido-hidrolases (EP1, EP2) e monoxigenases (S1, S2, S3 e S4) (Figura 2) foram
inicialmente solubilizadas em acetonitrila (H,O:CH3CN), fornecendo solugdes estoque na
concentracdo de 20 mM. Uma segunda diluicdo, a partir da solucgdo estoque, foi realizada em
(1:1, v/v), obtendo-se uma solucdo 2 mM de cada sonda, a qual constituiu a solugéo trabalho.
A solugdo tampdo borato 20 mM, pH 8,8, foi preparada segundo procedimento descrito no
manual “Preparation of buffers for use in enzyme studies” (GOMORI, 2000). A solucdo de
periodato de sédio (NalOy ) foi utilizada na concentragdo de 20 mM, preparada a partir da
dissolugdo de 4,3 mg do reagente em 1 mL de dgua Milli-Q. E importante ressaltar que esta
solugdo era preparada no momento da realizacdo dos experimentos de HTS, ndo sendo
permitido seu armazenamento. A solucdo de BSA (albumina de soro bovino) para a
determinag¢do da atividade de hidrolases foi preparada pela dissolu¢do de 5 mg da proteina em
1 mL de solu¢do tampdo borato, agitando-se suavemente de modo a ndo gerar emulsio.
Previamente a realizacdo dos ensaios, quantidade suficiente de solucdo tampdo borato 20 mM
pH 8,8 foi adicionado as células para o preparo das suspensdes, de modo a obter-se a

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

Para a detec¢do da atividade enzimatica, aliquotas de 10 UL da solug@o dos substratos,
na concentragdo de 2 mM, foram adicionadas a 80 UL de solucdo de BSA (5 mg/mL).
Finalmente, 100 pL das suspensdes de células microbianas e 10 puL. de solu¢do aquosa de
NalO4 2 mM foram adicionados as micro-reacdes. Controles negativos foram realizados
substituindo a suspensdo celular por solugdo tampao. Controles para a determinagdo da auto-
fluorescéncia do micro-organismo também foram realizados, substituindo-se 10 pL das

solugdes de sondas por solugdo tampdo borato. Os controles positivos foram determinados
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pela substituicdo de 10 WL das solucdes de sondas por solugdes dos produtos esperados a
partir da liberacdo de umbeliferona, mantendo-se as mesmas condicdes reacionais de forma a
verificar se as suspensdes celulares ndo poderiam mascarar resultados positivos de atividade

enzimatica.

As reacdes foram realizadas em microplacas de polipropileno com 96 cavidades
(Costar 3363, fundo plano), as quais foram recobertas por tampa acrilica durante a aquisi¢ao

da leitura de fluorescéncia, realizada a temperatura ambiente.

As medidas de fluorescéncia, emitidas pelas reacdes enzimdticas microbianas, foram
realizadas em espectrofotdmetro Flashscan 530 Analytic Jena, com comprimento de onda de
excitacdo de 365 + 20 nm e leitura da fluorescéncia emitida em 460 £ 20 nm. O aumento dos
valores de fluorescéncia emitida foi relacionado a liberacdo de umbeliferona no meio

reacional e consequente atividade enzimaética.

Foram feitas trés leituras de fluorescéncia, com intervalos de 3 minutos, realizadas em

espectrofotdmetro (Flashscan 530 Analytic Jena).
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Figura 3. Substratos fluorogénicos avaliados nos ensaios de triagens enzimadticas dos isolados do
petréleo.
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4.10 Ensaios de biodegradacio

Para os ensaios de biodegradacdo de biomarcadores do petréleo, 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. Apds o crescimento, as culturas
microbianas foram centrifugadas (18 °C / 5000 rpm / 20min) e o precipitado celular utilizado

como inéculo para os ensaios de biodegradacao.

Os biomarcadores do petréleo avaliados foram fenantreno, 4-colesten-3-ona, dcido
nonadecandico, nonadecano e esqualano. Estes biomarcadores foram pesados (0,010 g) e, em
seguida, homogeneizados em 300 uL de Tween 80, 300 uL de etanol absoluto e 400 uL de

acetato de etila, totalizando 1 mL de solucdo.

Solugéo de bicarbonato de s6dio (10%) foi adicionada ao meio reacional como agente
estabilizador do pH. Uma solucao de vitaminas (VASCONCELLOS et al., 2009) também foi
adicionada ao meio no intuito de ativar o crescimento microbiano e dar inicio a degradacdo ou

biotransformag@o dos substratos avaliados.

Os micro-organismos foram inoculados na concentracdo 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
solugdo de bicarbonato de sodio, solugdo 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 possivel
contaminagdo e outro chamado de controle de células mortas. Nesse controle as bactérias
foram inoculadas no meio de cultivo Zinder e entdo foram submetidas a autoclavagem por 30
minutos a 121 °C. Apés a autoclavagem foi conferida a integridade das bactérias através da
coloracdo de Gram. Seguiu-se a adi¢do ao meio mineral dos biomarcadores, bicarbonato de
sodio e solucdo de vitaminas. Os ensaios foram incubados em agitador rotacional (100 rpm,

28 °C) por 28 dias.

Ap6s o periodo de incubacdo prosseguiu-se com a extragdo da fase orginica. Na
extragdo utilizou-se o volume total do erlenmeyer (40 mL) acrescido de NaCl, 20 mL de
acetato de etila, agitacdo e separacdo das fases orginica e aquosa (2x). A fase organica foi
seca sobre sulfato de magnésio (MgSQy) e evaporada sob o fluxo de N, O extrato obtido foi
diluido em éter etilico e metilado por diazometano. O extrato metilado foi seco sob fluxo de

N, pesado e solubilizado em 1 mL de acetato de etila. A partir desta solucdo, foi feito o
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célculo (através da formula C;.V| = C,.V;) determinando a massa necessaria para obter-se 1
mg/mL do extrato para inje¢cdo no CG-EM. Em seguida evaporou-se o solvente e adicionou-se
1 mL de hexano. Utilizou-se heptadecano na concentracio de 0,03 mg/m, como padrdo
interno para a quantificacdo da atividade biodegradadora dos micro-organismos, através de

andlises cromatogréficas.

Os indices de biodegradacdo foram obtidos por CG-EM, utilizando-se cromatdgrafo
gasoso HP6890, acoplado a detector de massas HP 5970-MSD, injetor tipo split (20:1), tendo
He como gés de arraste, fluxo de 1 mL/min, coluna capilar de silica fundida do tipo HP-5MS,
cuja fase estaciondria consiste de 5% de fenil metil silicone. Os dados foram adquiridos
utilizando-se o0 modo SCAN e os valores de massa variaram entre 50 e 700 u.m.a. Tal
metodologia de monitoramento dos ensaios de biodegradacdo CG-EM ja € consolidada pelos
componentes deste grupo de pesquisa, apresentando-se eficiente na quantificacdo e
qualificacdo dos produtos gerados a partir do metabolismo microbiano de biomarcadores do

petréleo.
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S RESULTADOS

5.1 Amplificacdo do gene RNAr 16S

O DNA gendmico 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 a técnica de ARDRA a fim de selecionar as linhagens representativas de grupos
taxondmicos potencialmente distintos para posterior sequenciamento do gene DNAr 16S e

inferéncia filogenética.

5.2 ARDRA, sequenciamento e analise filogenética

A andlise de ribotipagem do total de 98 bactérias isoladas das amostras de petréleo e
dgua de formacdo foi conduzida em duas etapas. Na primeira etapa, 63 linhagens foram
avaliadas, sendo que 17 grupos de ARDRA representativos de grupos taxondmicos
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 tnicos 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 nimero de
representantes foi 0 9, sendo elas: SG 54_1, SG42_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 tnicos 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 dnica representante do grupo 13, e as linhagens SG 24 e SG
25 formaram o grupo 14. O isolado SG 23_2 foi o Unico 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 andlise filogenética das sequencias de DNAr 16S dos isolados revelou que os
ribotipos representavam, na verdade, 9 grupos taxondmicos diferentes. O isolado AF 29
(perfil ARDRA 1) agrupou-se com as espécies de Halomonas shengliensis, Halomonas
campisalis € 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
taxondmicos 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 Unicos 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 tnicos 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 dnico representante do perfil 9. Os isolados P1_4 e P2_2 representaram o perfil 10.
AF 35 foi o tnico representante do perfil 11. O grupo com o maior ndmero 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 0s
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 incluiram: 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 anélise filogenética das sequencias de DNAr 16S dos isolados desta etapa do
trabalho revelou que os ribotipos representavam, na verdade, 12 grupos taxonOmicos
diferentes. O isolado P2_1 (perfil ARDRA 9) se agrupou com as linhagens de Bacillus
cereus/Bacillus thuringiensis (bootstrap 100%). O isolado AF35 (perfii ARDRA 11) se
mostrou proximamente relacionado as 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 (perfii 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 (perfili 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 restricdo, obtidos apds digestdo do gene RNAr 16S com as
enzimas Mspl, Haelll e Alul e analisados utilizando o coeficiente de correlagdo de
Pearson e o algoritmo UPGMA (programa GelCompar v. 4.1). Os perfis de ARDRA
distintos sdo indicados no dendrograma por nimeros de 1 a 17.
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Figura 5. Dendrograma de similaridade dos 35 isolados restantes com base nos perfis de
restri¢do, obtidos apds digestdo do gene RNAr 16S com as enzimas Mspl, Haelll e
Alul e analisados utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson e o algoritmo
UPGMA (programa GelCompar v. 4.1). Os perfis de ARDRA distintos sdo
indicados no dendrograma por nimeros de 1 a 14.
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Figura 6. Andlise filogenética das sequéncias parciais do gene RNAr 16S (~1000 pb) obtidas a partir
de bactérias representantes de grupos taxondmicos distintos isoladas das amostras de 6leo e
dgua de formacdo e micro-organismos relacionados recuperados da base de dados
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5.3 RAPD

Os isolados pertencentes ao mesmo grupo ARDRA da primeira etapa do trabalho,
foram submetidos a tipagem por RAPD, para diferenciagdo em nivel infra-especifico. Os
resultados combinados, usando os 3 primers em reagdes independentes, permitiram
discriminar com sucesso os isolados geneticamente distintos. Os fingerprints genéticos das 48
linhagens identificadas como Bacillus pumilus foram analisados com o auxilio do programa
Gelcompar e agrupados em 23 padrdes diferentes com nivel de similaridade > 80%, a saber:
a,A,B,C,D,E,F,G,H,LJ,K,L, M, N, O, P, Q,R, S, T, Ue V (Figura 7). Estes padrdes
foram confirmados por andlise visual dos géis. As duas bactérias identificadas como
Stenotrophomonas maltophilia apresentaram o mesmo padrio de RAPD (padrio X),
demonstrando ser geneticamente idénticas. Os isolados SG C, SG 15, SG 20, SG 21 e P2_1,
identificados como pertencentes ao grupo Bacillus cereus/B. thuringiensis, apresentaram trés
padrdes 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 idénticas
geneticamente (padrdo RAPD W), assim como as bactérias AF 20, AF 40 e AF 46 (padrao
RAPD B), que foram identificadas como Marinobacter lutaoensis pela andlise filogenética.

Na segunda etapa do trabalho, a excecdo do isolado AF 35 identificado como Bacillus
pumilus, os isolados restantes foram também submetidos ao RAPD para diferenciacédo infra-
especifica. 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 padrdes de RAPD distintos foram
observados. Os isolados AF43 e AF45, pertencentes ao grupo Streptomyces alboniger/ S.
chartreusis 1S. 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 padroes 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
padrdes distintos, considerando um valor >75% de nivel de similaridade no dendrograma. Por
fim, os isolados identificados como Halomonas shengliensis/ H. campisalis, apresentaram 5
padrdes distintos com base no dendrograma de similaridade. Todos os perfis estdo

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 andlise foi realizada utilizando o coeficiente
de correlacdo de Pearson e o algoritmo UPGMA (programa GelCompar v. 4.1). Os
clusters correspondentes aos padrdes de RAPD considerados distintos > 80% de
similaridade) s@o indicados no dendrograma por letras.
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Tabela 4 - Resultado da tipagem por RAPD dos isolados pertencentes a mesma espécie.

Espécies Niumero de isolados Niimero 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 enzimatica (HTS)

Métodos baseados na utilizacdo de substratos fluorogénicos ou cromogénicos para o
monitoramento da catélise enzimdtica sdo os mais interessantes para implementar a triagem
de alto desempenho. Recentemente, foi demonstrado que usando conjuntos de substratos
fluorogénicos € possivel caracterizar um padrao de reatividade de certas enzimas (BACKES
et al., 2000; HARRIS et al., 2000). Estes métodos sdo de alta sensibilidade, permitindo a
utilizacdo de substratos altamente diluidos e quantidades extremamente pequenas de
catalisadores. Reymond e colaboradores relataram um ensaio fluorogénico para enzimas
hidroliticas que associa a formag¢ao de produtos (resultado de uma catélise enzimdtica) com a
liberagdo de sinal fluorescente, via oxidagdo com periodato e reagdo de beta eliminacio
catalisada por albumina (BADALASSI et al., 2000). Controles experimentais asseguram que
a velocidade de liberacdo de umbeliferona seja diretamente proporcional a velocidade da
hidrdlise dos substratos. Fazendo o teste nas microplacas de 96 pocos, € possivel uma
avaliagdo rapida dos substratos. Este esquema de ensaio pode ser adaptado facilmente a varias
enzimas hidroliticas, como acilases, lipases, esterases, epdxido-hidrolases e fosfatases, com os
respectivos substratos de interesse.

Neste estudo, as sondas utilizadas para deteccdo das atividades enziméticas dos 98
isolados foram: duas sondas fluorogénicas de epéxido hidrolase EP1 e EP2, duas sondas
fluorogénicas 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 fluorescéncia emitida apds a liberacdo da umbeliferona
foram estabelecidos com base numa curva de calibragcdo, onde valores de ~1200 do sinal de
fluorescéncia foram traduzidos em conversdes de 100% e de ~zero foram traduzidos em
conversodes de 10%. Assim valores de fluorescéncia entre 100 e 200 corresponderam a uma
conversdo entre ~10 - 20 %, indicando atividade enzimatica baixa, nivel 1. Valores de
fluorescéncia entre 200 e 500 foram considerados de atividade enzimatica média e de nivel 2,

e valores acima de 500 foram considerados de nivel 3.

No caso das sondas de epdxido 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 florescéncia foram observados para as atividades
enzimaticas de monoxigenases, sendo que as bactérias Bacillus pumilus SGO1, SG 32, SG 49

e SG 50 apresentaram atividades enzimaticas de nivel 3 (Tabela 6).

Tabela S - Intensidade de fluorescéncia das bactérias que apresentaram atividade enzimadtica de
epoxido hidrolases EP1 e EP2, esterases ES1 e ES2, e lipase LIP1, onde os valores
representam a diferenca entre a média das rea¢des em duplicata e o controle, dados em
unidades arbitrarias.

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 fluorescéncia das bactérias que apresentaram atividade enzimatica de
monoxigenases, onde os valores representam a diferenca entre a média das reagdes em
duplicata e o controle, dados em unidades arbitrarias.

Sondas
Micro-organismos
S1 S2 S3 S4
Bacillus pumilus SGO1 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 Biodegradacao dos hidrocarbonetos do petroéleo

As pesquisas sobre origem, actimulo, migracdo e biodegradacdo de Odleos sdo de
grande importancia para a exploracdo eficaz de petréleo, sendo que tais estudos sdo
auxiliados, na maioria das vezes, pela andlise dos fdsseis geoquimicos, os denominados
Biomarcadores. Estes marcadores bioldgicos sdo complexos fésseis moleculares derivados
de organismos vivos e formados por carbono, hidrogénio e outros elementos. Eles podem ser
usados para interpretar as caracteristicas das rochas geradoras de petrdleo, fornecer
informagdes sobre a matéria orginica das rochas geradoras, as condi¢des ambientais durante a
sua deposicdo e o soterramento, a maturidade térmica da rocha ou o dleo, o grau de
biodegradacdo, alguns aspectos da mineralogia da rocha e idade. Estes compostos organicos
sdo encontrados nao somente no petréleo, mas também em sedimentos e rochas, sendo
estruturalmente relacionados a produtos naturais conhecidos, presentes em planctons,
bactérias e vegetais superiores, os quais apés alteracdes bioldgicas e termoquimicas,
preservam seus esqueletos carbodnicos basicos (MELLO, 1988; PETERS e MOLDOWAN,
1993).

Nesta etapa do trabalho buscou-se avaliar a biotransformacdo dos hidrocarbonetos
utilizados como biomarcadores pelas bactérias isoladas de amostras de 6leo e 4gua de
formacdo da Bacia de Campos (RJ). Os biomarcadores avaliados, fenantreno, 4-colesten-3-
ona, dcido nonadecandico, nonadecano e esqualano, foram escolhidos por representarem
classes distintas de compostos presentes no petréleo, ou seja, aromaticos, esteranos, acidos
lineares, hidrocarbonetos lineares e isoprenos, respectivamente.

As bactérias escolhidas para os ensaios de biodegradacdo 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 petrdleo e dgua de formagdo também
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foram avaliadas nos ensaios de biodegradacdo, 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 biodegradac¢io dos hidrocarbonetos apés 28 dias
de monitoramento pelo CG-EM. A andlise dos cromatogramas indicou que mesmo com 0s
valores dos indices de degradacdo obtidos, foi possivel observar somente produto de
degradacgdo do dcido nonadecandico. Para os célculos dos valores de biodegradacdo utilizou-
se a abundancia de cada biomarcador em relacdo ao padrio interno (heptadecano).

A Figura 8 mostra um dos cromatogramas obtidos, ilustrando os biomarcadores no
tempo 0 h (painel a) e apds 28 dias de ensaio (painel b), evidenciando o 4cido octadecandico
como produto da biotransformacdo do 4acido nonadecandico pela linhagem de Bacillus
pumilus AF 35. Outras linhagens também apresentaram o dcido octadecandico como produto
da biodegradacdo do 4cido nonadecandico, 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 degradagéo (acima de 70%), porém ndo
foi identificado nenhum produto de sua biotransformacdo, como mostra a Tabela 7. Os
biomarcadores fenantreno, nonadecano e 4-colesten-3-ona apresentaram porcentagens de

degradacdo menores, embora também ndo tenham sido detectados seus produtos.

Os resultados mostraram a degradacdo dos biomarcadores, mesmo subtraindo-se o
valor obtido pelo controle de células inativadas (autoclavadas). A andlise microscopica
confirmou que as células deste controle ainda mantinham a integridade de suas paredes
celulares mesmo apds o processo de autoclavagem (dados ndo mostrados). Desta forma, os
resultados apresentados sugerem que a variacdo na concentragdo do biomarcador neste
controle pode ter ocorrido em fung¢do da adsor¢do do biomarcador as proprias células.
Entretanto, isto ndo descarta a possibilidade de perda do biomarcador por fatores abidticos,

como volatilizacdo ou adsor¢do as paredes dos frascos de ensaio.
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Tabela 7 - Biodegradacdo dos biomarcadores pelas bactérias.

Biodegradacao dos Biomarcadores do Petréleo (%)

Linhagens 1* 2% 3% 4% 5%
Bacillus firmus P 1 1 -k 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 35 154 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 biodegradag@o foram obtidos através da equagdo: B = ((IB; - IB;)/ IB;).100
onde: B: Porcentagem de Biodegradacao
IB;: indice de biodegradacido em tempo O
IBy: indice de biodegradacio final (28 dias)
Os indices de biodegradacao foram obtidos a partir da equacdo 2: IB =1, / Ix!
onde: IB: indice de biodegradacdo
I;: 4reas do padrdo interno de quantificagdo (heptadecano)
Ix"': dreas dos biomarcadores durante os diferentes periodos de tempo avaliados (0 horas e 28 dias)

* biodegradacdo ndo detectada

*1- Fenantreno, *2- nonadecano, *3- dcido nonadecandico, 4*- Esqualano, 5*- 4-colesten-3-ona
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6 DISCUSSAO

Virios géneros de bactérias encontrados no presente estudo ja foram detectados em
reservatérios de petréleo, ambientes marinhos ou associados com 6leo 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 estio comumente
associados com a degradacdo de hidrocarbonetos, como Bacillus (STAPLETON et al., 2000).
Os géneros Marinobacter, Halomonas, Kocuria, Streptomyces e Staphylococcus também ja
foram reportados como degradadores de hidrocarbonetos do petréleo de ocorréncia 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 cultivivel mais abundante recuperado
das amostras de dleo e dgua de formacdo em estudo. Das 98 linhagens analisadas, 49
mostraram-se proximamente relacionadas a esta espécie. Estas bactérias foram isoladas de
todos os pogos de petréleo amostrados, com diferentes graus de biodegradacdo, profundidade
e temperatura, assim como da dgua de formacdo. Estes dados podem sugerir a adaptacdo de B.
pumilus a reservatdrios de petréleo, ou seja, alta salinidade, temperatura e pressdo elevadas, e
deficiéncia dos teores de oxigénio, indicando sua capacidade de sobreviver em ambientes

extremos.

Resultados de ensaios cromatograficos de degradacdo de biomarcadortes do petrdleo
revelaram que uma linhagem de B. pumilus, isolada de amostra de 6leo da Plataforma Pampo
foi capaz de biodegradar moderadamente (~40%) o fitano (VASCONCELLOS et al., 2009).
Estes mesmos autores relataram que populagdes de B. pumilus foram detectadas nas amostras
de petréleo obtidas de reservatdérios com diferentes graus de biodegradagdo utilizando uma
abordagem molecular direta baseada na deteccdo por PCR grupo-especifico. Ainda, linhagens
de Bacillus pumilus ja foram isoladas de 6leos de corte e de consoércios que degradam
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos 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 varias linhagens de B. pumilus, isoladas de descarte de
6leo bruto, foram capazes de utilizar hidrocarbonetos aromaticos como tnica fonte de carbono

e energia, e remové-los em altas porcentagens do meio de cultivo. J4 existem relatos prévios
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de isolamento de B. pumilus, assim como de outras espécies de Bacillus, a partir de

reservatorios de petréleo brasileiros (SEBASTIAN, 1999).

O método de tipagem molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
utilizado para diferenciar os isolados em nivel infra-especifico, permitiu identificar 23
padrdes de bandas distintos entre os isolados de Bacillus pumilus. Os resultados obtidos
evidenciaram uma alta diversidade genética desta espécie nos reservatdrios brasileiros. Os
dados de literatura demonstrando a excelente capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos
desta espécie (TOLEDO et al., 2006) podem sugerir o seu potencial para deteriorar o petrleo

nos reservatorios amostrados neste estudo.

Outras espécies do género Bacillus identificadas neste trabalho, Bacillus sphaericus e
Bacillus cereus, ja foram encontradas em ambientes associados a petréleo, como depdsitos de
armazenamento de O6leo cru (YOSHIDA et al, 2005) e solos e lagos de dgua doce
contaminados com petréleo (CHAILLAN et al., 2004). Ainda, Cunha et al. (2006) isolaram
linhagens de Bacillus cereus de amostras de rocha-reservatério de petréleo provenientes de
pogos virgens no Rio de Janeiro, sugerindo que estas bactérias sdo autdctones nestes
ambientes. Entretanto, linhagens de B. cereus isoladas em estudos prévios ndo apresentaram
capacidade de degradar hidrocarbonetos do petréleo (CHAILLAN et al., 2004; CUNHA et al.,
2006), nem tampouco apresentaram amplificacdo de genes catabdlicos 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 secundarios,

ou seja, assimilam metabdlitos produzidos pelos degradadores primarios de hidrocarbonetos.

Quanto a espécie B. simplex, ndo foram encontrados registros prévios desta bactéria
em ambientes marinhos ou relacionados ao petréleo. Neste estudo, a linhagem Bacillus
simplex analisada apresentou 62% de degradacdo para o 4cido nonadecandico e 79% para o

esqualano, representando dados inéditos na literatura.

A espécie Bacillus firmus, frequentemente reportada na literatura como eficiente
degradadora de hidrocarbonetos do petréleo, tem sido isolada de diferentes ambientes
associados a petréleo. Mancera-Lopez et al. (2007) recuperaram isolados de B. firmus de

solos contaminados com hidrocarbonetos do petréleo e demonstraram sua habilidade para
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degradar HAPs (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos) e HAs (hidrocarbonetos alifaticos).
Em outro estudo, esta espécie foi isolada de reservatdrios brasileiros e testada quanto a sua
capacidade de produzir substincias 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 a
biodegradacdo dos compostos avaliados, como mostram os indices obtidos pela linhagem de

B. firmus: dcido nonadecandico (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 biodegradacdo de hidrocarbonetos do
petréleo testada e comprovada (OJO, 2006). Os resultados de biodegradacdo do presente
estudo revelaram que a linhagem de Bacillus megaterium P2_2 biodegradou

preferencialmente o 4cido nonadecandico (62%).

O isolado SG 47_1, identificado como Achromobacter xylosoxidans, foi recuperado do
pogo 1, considerado ndo biodegradado. Populagdes de A. xylosoxidans foram previamente
detectadas em amostras dos pogos 3 e 5 utilizando uma abordagem molecular direta baseada
na deteccio por PCR grupo-especifico (VASCONCELLOS et al.,, 2009). Os resultados
encontrados por estes autores revelaram que Achromobacter xylosoxidans apresentou o
melhor indice de biodegradacdo do colestano (89%), além da habilidade de degradar e
biotransformar fitano e 4cido nonadecandico. Outro estudo conduzido por nosso grupo de
pesquisa reportou o isolamento de Achromobacter xylosoxidans a partir de dleo coletado de
pogo com alto grau de biodegradagio e temperatura de 52 °C (SETTE et al., 2007). Estes
dados podem refletir a capacidade desta espécie de bactéria de sobreviver em condicdes de
pressdo elevada e temperaturas variando entre 52 e 85 °C, verificadas nestes pocos. Esta
espécie tem sido isolada de diversos ambientes associados a petrdleo, além de reservatérios de
petréleo, como plantas de tratamento de dgua residual de refinaria (BIESZKIEWICZ et al.,
1998) e tanques de armazenamento de 6leo cru (YOSHIDA et al., 2005), usando métodos de
plaqueamento e cultivo. Diversos dados de literatura vém demonstrando a capacidade desta
bactéria para degradar hidrocarbonetos do petrdleo, incluindo os mono e poliaroméaticos
(ANDREONI et al., 2004; NIELSEN et al., 2006; VINAS et al., 2005). No presente trabalho a
linhagem Achromobacter xylosoxidans apresentou valores de biodegradacdo mais expressivos

para o dcido nonadecandico (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 degradacdo para o dcido nonadecandico e
73% para o esqualano. Esta bactéria ji foi anteriormente isolada a partir de 6leo bruto
armazenado, apresentando excelente capacidade de crescer em meio contendo o
hidrocarboneto linear n-eicosano (C,y) como Ttnica fonte de carbono, indicando o seu

potencial para degradar alguns componentes do petroleo (YOSHIDA et al., 2005).

O género Marinobacter foi também identificado entre as linhagens estudadas. Nossos
resultados corroboraram descobertas anteriores destas bactérias em amostras provenientes de
reservatdrios de petrdleo. Estes estudos empregaram métodos independentes de cultivo para a
caracterizacdo da microbiota, revelando a presenca das espécies Marinobacter
hydrocarbonoclasticus (ORPHAN et al., 2000) e Marinobacter lipolyticus (SETTE et al.,
2007) nestes ambientes. M. hydrocarbonoclasticus € 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 ¢ uma espécie
halofilica com atividade lipolitica, originalmente isolada de ambientes hipersalinos (MARTIN
et al., 2003). A linhagem identificada neste estudo apresentou estreita relacdo 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 4cido
nonadecandico (63%) e o esqualano (89%) foram preferencialmente biodegradados pela

linhagem avaliada.

Ainda, 10 linhagens isoladas da dgua de formacdo apresentaram estreita relacdo
filogenética com 3 espécies de Halomonas, incluindo Halomonas shengliensis (WANG et al.,
2007), recentemente descrita como uma nova espécie moderadamente halofilica isolada de
solo salino contaminado com O6leo bruto de campo de petréleo da China. Os autores
verificaram que esta espécie é capaz de utilizar éleo cru como tunica fonte de carbono. Em um
estudo de comunidades bacterianas utilizando metodologias independentes de cultivo, os
autores detectaram bactérias pertencentes ao género Halomonas em amostras de dgua de
produgdo provenientes de reservatdrios da Califérnia (ORPHAN et al., 2000). A linhagem de
Halomonas avaliada apresentou os melhores valores de biodegradacdo para o d4cido

nonadecandico (63%) e o esqualano (89 %).

As bactérias Staphylococcus hominis e Kocuria rosea foram reportadas por Mariano et

al. (2007) na biorremediacdo de solo contaminado com O6leo diesel, obtido de posto de
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combustivel em que ocorreu vazamento subterrdneo. Como resultados os autores obtiveram
que estas bactérias foram as mais predominantes dentre aquelas isoladas a partir dos
consorcios utilizados nas estratégias de biorremediacdo, as quais foram capazes de acelerar a
remocdo de hidrocarbonetos de petréleo. O género Kocuria foi também reportado em outro
estudo de diversidade filogenética de bactérias aerébias isoladas de dgua de formacdo de um
reservatério chinés (NAZINA et al., 2001). Os autores foram capazes de comprovar sua
capacidade de utilizar hidrocarbonetos do petréleo. Neste estudo, a linhagem K. rosea AF 44
seguiu o padrdo da maioria das bactérias, apresentando os melhores indices de degradagao
para o 4cido nonadecandico (~63%) e o esqualano (79%). Ao contrario da maioria das
bactérias, a linhagem de Staphylococcus hominis AF 32, ndo apresentou habilidade a
biodegradacdo do dcido nonadecandico, apresentando 89% de degradagdo preferencial do

esqualano.

O género Streptomyces ja foi detectado em estudos relacionados a caracterizacdao de
comunidades microbianas de amostras de 6leo degradado e ndo-degradado da Bacia de
Campos, RJ, empregando bibliotecas de DNAr 16S (SETTE et al., 2007). Os autores
verificaram uma abundéancia maior destas populacdes na biblioteca da amostra de 6leo ndo
biodegradado, o que poderia ser explicado pelo fato destes organismos ndo serem oS
principais responsdveis pela degradacdo de hidrocarbonetos nestas reservas. Streptomyces
spp. também foram detectados nas amostras de 6leo provenientes dos pocos 1, 2, 3,4 e 5
utilizando a metodologia de PCR grupo-especifico (VASCONCELLOS et al., 2009). Embora
este gé€nero ndo seja frequente e/ou predominante em reservatorios de petrdleo, alguns
representantes podem ser encontrados em ambientes associados a 6leo ou relacionados a
degradacdo 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 4dcido nonadecandico (50%).

A espécie Micrococcus luteus, recuperada neste estudo a partir de amostras de dgua de
formacdo e dleo do poco 4, considerado altamente biodegradado, tem sido reportada em
vérios 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 populacdes de
Micrococcus spp. nos reservatorios 1, 3, 4 e 5, assim como em dguas de formagdo de petrdleo
provenientes da Plataforma Pampo, utilizando uma abordagem molecular direta baseada em

PCR grupo-especifico. Estes autores demonstraram também que esta bactéria apresenta 6tima
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capacidade de degradacio de hidrocarbonetos isoprendides (fitano) e aromadticos
(diidrofenantreno), o que sugere seu potencial como agente deteriogénico do petréleo nos
reservatdrios. Neste estudo, a linhagem de Micrococcus luteus apresentou melhores resultados

de biodegradacio para o dcido nonadecandico (63%) e para o esqualano (89%).

Citreicella thiooxidans também foi identificada como uma espécie recuperada neste
estudo a partir de amostras de dgua de formacéo, constituindo um género 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 metabdlica dessas reagGes para o seu crescimento
(SOROKIN et al., 2005). Nos ensaios de degradacdo a linhagem Citreicella thiooxidans
apresentou valores semelhantes as demais bactérias, exibindo preferéncia pela degradacdo do

dcido nonadecandico (~64%) e esqualano (~78%).

De maneira geral, os resultados obtidos nos ensaios de biodegradacdo revelaram a
preferéncia dos isolados bacterianos pela degradagdo do 4cido nonadecandico. 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 producdo e
utilizacdo de acidos carboxilicos durante o metabolismo microbiano aerébico (HANER et al.,

1994).

Os isolados avaliados mostraram indices reais de até 89% de biodegradacdo, como no
caso do esqualano. Entretanto, produtos desta biodegradacdo ndo foram observados nos
cromatogramas. O mesmo ocorreu com o fenantreno e a 4-colesten-3-ona, onde houve
variagdo da concentragdo inicial sem observacdo de produtos. O nonadecano apresentou 0s
menores indices de degradacdo e o dcido nonadecandico apresentou valores em torno de 60%
para a maioria dos isolados, com excecdo do Bacillus thuringiensis/B. cereus e

Staphylococcus hominis.

A observagdo geral da degradacdo preferencial do 4cido nonadecandico pelos micro-
organismos cultivados recuperados dos pocos de petréleo da Bacia de Campos, e a baixa
biodegradacdo dos outros biomarcadores, poderia ser explicada pela estratégia utilizada para o
isolamento, a qual ndo empregou hidrocarbonetos do petréleo como tnica fonte de carbono e
energia nos meios de cultivo usados para o plaqueamento (CRUZ et al., 2010). Desta maneira,
as bactérias selecionadas ndo se mostraram degradadores obrigatérios e ndo exibiram

atividade biodegradadora relevante sobre biomarcadores de diferentes classes, como o
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fenantreno, a 4-colesten-3-ona ¢ o nonadecano. Neste sentido, muitas bactérias isoladas no
presente estudo ndo apresentaram indices de degradag@o 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 biocatalitico dos isolados bacterianos obtidos das amostras de petrdleo e
dgua de formagdo, avaliado através de ensaios enzimdticos, revelou que estes podem
representar fontes interessantes de enzimas para a biorreducdo de cetonas e monoxigenases,
mais especificamente monoxigenase P450 (CRUZ et al., 2010). Estas ultimas sdo enzimas que
atuam na etapa inicial da degradagcdo aerdbia de alcanos em muitas bactérias (HEISS-
BLANQUET et al.,, 2005) e podem ser lteis em processos de biorremediacdo de areas
impactadas por petrdleo. Entretanto, ndo foi encontrada correlacdo entre os isolados com
maiores valores de intensidade de fluorescéncia para monoxigenases nos ensaios HTS e

aqueles com resultados mais expressivos de biodegradacdo de hidrocarbonetos.

Embora as técnicas de cultivo tenham sido aprimoradas e tenham permitido a
recuperagdo in vitro de um ndmero crescente de micro-organismos ainda ndo 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
metabdlicos necessérios a essa degradacdo leva a formacdo de consércios, com bactérias de
diferentes gé€neros e espécies, cada uma especializada em degradar um ou varios compostos
(ABRAHAM et al., 2002). Neste contexto, as espécies recuperadas em cultivo neste estudo
representam, na verdade, apenas uma pequena fracdo da microbiota total presente no
ambiente do reservatério de petréleo, como ji observado para muitos outros ambientes
naturais (AMANN et al., 1995). Deste modo, possivelmente, muitas outras espécies
responsdveis pela degradacdo dos compostos do petréleo in situ ndo foram recuperadas no
presente estudo, tornando evidentes as limitagdes impostas pelo uso de culturas puras nos

estudos de biodegradacgao.
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7 CONCLUSOES

v" A caracterizac@o taxonOmica das bactérias recuperadas das amostras de petréleo da Bacia
de Campos revelou uma ampla diversidade de gé€neros de bactérias cultivadas, todos ja
relacionados a reservatérios de petréleo ou ambientes contaminados com 6leo.

v A grande maioria das bactérias cultivadas recuperadas neste estudo, tanto para 0s pogos
biodegradados como para os ndo-biodegradados, mostrou-se relacionada ao género
Bacillus. Isto pode ter sido decorréncia dos meios de cultivo e condi¢des utilizadas para o
isolamento.

v' As amostras de dgua de formagdo 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.

v Apesar de todos os géneros ja terem sidos reportados na literatura como degradadores de
hidrocarbonetos, neste trabalho o 4cido nonadecandico foi o tnico biomarcador degradado

cuja formacao de produtos foi observada.

v' Os ensaios realizados revelaram apenas o potencial destes micro-organismos para
degradar os biomarcadores do petrédleo em condi¢des in vitro, o que ndo implica
necessariamente em um papel significativo destes micro-organismos nos processos de
degradacdo nos reservatorios, dado que as condi¢des in sifu sdo muito distintas daquelas
empregadas nos experimentos. Estes dados sdo reforcados pelo fato de terem sido
encontrados muitos isolados do género Bacillus (B. pumilus, B. sphaericus, B. firmus, B.
megaterium), tidos como excelentes biodegradadores, nas amostras de petrdleo

proveniente dos pocos ndo biodegradados.

v' A diversidade de bactérias analisada neste estudo representa apenas uma fracdo da
diversidade cultivdvel presente nas amostras de petréleo e dguas de formacao, a qual foi
obtida em funcdo das condigdes de cultivo impostas. Muitas outras espécies
possivelmente seriam recuperadas se outros meios de cultivo, temperatura, condi¢des de

pH e teor de oxigénio fossem utilizadas.

v A caracterizagdo da microbiota presente nos reservatérios pode contribuir para o melhor
conhecimento da ecologia destes ambientes e da fisiologia de seus habitantes, fornecendo
subsidios para estudos futuros sobre os mecanismos bioldgicos responsdveis pela

biodegradacdo do petréleo.
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