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 RESUMO  

O processo de biodegradação do petróleo em reservatórios pode resultar em mudanças 

na composição e propriedades físico-químicas de óleos brutos e gases naturais, as quais 

levam à diminuição do teor de hidrocarbonetos saturados, produzindo óleos mais pesados 

e com baixo valor econômico. O uso combinado de técnicas dependentes e 

independentes de cultivo pode nos permitir um melhor entendimento acerca da 

comunidade de micro-organismos que habita os reservatórios de petróleo, incluindo 

aqueles responsáveis por esta biodegradação. O conhecimento sobre a composição 

microbiana, suas funções e interações com outros micro-organismos e com o ambiente 

pode levar à definição de estratégias de monitoramento e/ou controle da biodegradação 

em reservatórios. Este estudo teve como finalidade avaliar a diversidade de micro-

organismos e genes envolvidos na degradação de hidrocarbonetos presentes em 

amostras de petróleo provenientes de dois poços terrestres da Bacia Potiguar (RN), 

identificados como GMR75 (poço biodegradado) e PTS1 (poço não-biodegradado), 

através da construção de bibliotecas de genes catabólicos (alcano monooxigenases - alk, 

dioxigenases que hidroxilam anéis aromáticos – ARHDs e 6-oxocyclohex-1-ene-1-

carbonyl-CoA hidroxilase - bamA) e sequenciamento em larga escala de metagenoma e 

metatranscriptoma de enriquecimentos microbianos aeróbios. Os resultados obervados 

mostraram uma distribuição diferencial dos genes catabólicos entre os reservatórios, 

sendo o óleo biodegradado mais diverso para os genes alk e bamA. As sequências foram 

semelhantes aos genes alkB dos gêneros Geobacillus, Acinetobacter e Streptomyces, aos 

genes ARHD dos gêneros Pseudomonas e Burkholderia, e aos genes bamA do gênero 

Syntrophus. A análise quantitativa dos genes catabólicos de degradação de 

hidrocarbonetos presentes e expressos nos enriquecimentos microbianos em diferentes 

etapas da biodegradação do óleo, através de PCR Tempo Real, demonstrou maior 

atividade do gene que codifica a enzima dioxigenase nas comunidades microbianas 

enriquecidas, e os resultados obtidos pela técnica de microarray sugeriram a existência 

de novas sequências dos genes alk e ARHD provindas do reservatório de petróleo. As 

análises das sequências obtidas a partir do metagenoma e metatranscriptoma mostraram 

que a comunidade bacteriana recuperada no enriquecimento aeróbio é bastante diversa, 

com predominância do Filo Actinobacteria, seguido de Proteobacteria. As sequências com 

maior abundância e níveis de expressão foram relacionadas aos genes que codificam as 

proteínas ligase CoA de ácido graxo de cadeia longa, envolvida na degradação de 
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compostos aromáticos; descarboxilase, envolvida com o ciclo do glioxilato, e o fator sigma 

da RNA polimerase, envolvida com a regulação da resposta ao estresse oxidativo, 

sugerindo uma adaptação da comunidade microbiana às condições do enriquecimento e 

um processo inicial de biodegradação dos hidrocarbonetos. Os resultados obtidos neste 

trabalho fornecem dados inéditos sobre a diversidade de genes catabólicos e de membros 

da comunidade microbiana potencialmente envolvidos com a degradação do óleo em 

reservatórios de petróleo.  
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ABSTRACT 

The process of oil biodegradation in reservoirs may result in changes in the composition 

and physico-chemical properties of crude oils and natural gases, which lead to the 

decrease of the content of saturated hydrocarbons, producing heavy oils and with low 

economic value. The combined use of both dependent and independet cultivation 

techniques may allow us to better understand the microbial community inhabiting oil 

reservoirs, including those microorganisms responsible for oil degradation. The knowledge 

about the microorganisms, ther functions and interactions with other microorganisms and 

the environment may lead to the definition of monitoring and/or control strategies of 

biodegradation in oil reservoirs. This study aimed at evaluating the diversity of 

microorganisms and genes involved in the degradation of hydrocarbons present in oil 

samples from two onshore reservoirs at Potiguar Basin (RN), identified as GMR75 

(biodegraded) and PTS1 (non- biodegraded), through the construction of catabolic gene 

libraries (alkane monooxygenases - alk, aromatic ring hydroxylating dioxygenases – 

ARHD and 6-oxocyclohex-1-ene-1-carbonyl-CoA hydroxylase - bamA) and highthroughput 

sequencing of metagenome and metatranscriptome from aerobic microbial enrichments. 

Results observed showed a differential distribution of catabolic genes between the 

reservoirs, being the biodegraded oil more diverse for the alk and bamA genes. The 

sequences were similar to alkB genes from Geobacillus, Acinetobacter and Streptomyces 

genera, to the ARHD genes from Pseudomonas and Burkholderia genera, and to the 

bamA genes from Syntrophus genus. Quantitative analysis of the hydrocarbon 

degradation genes present and expressed in the microbial enrichments during the different 

phases of oil biodegradation by Real-Time PCR showed that there was a higher activity of 

dioxygenase enzymes in the enriched microbial communities and results from microarray 

assays suggested the existence of new alk and ARHD gene sequences originated from 

the oil reservoir. Metagenomic and metatranscriptomic analyses showed a highly diverse 

bacterial community, dominated by the Phylum Actinobacteria, followed by Proteobacteria. 

The most abundant and active sequences were affiliated to the Long-chain-fatty-acid-CoA 

ligase protein, involved in the degradation of aromatic compounds; decarboxylase, which 

is involved with the glyoxylate cycle, and RNA polymerase sigma factor, which is involved 

in regulating the oxidative stress response, suggesting an adaptation of the microbial 

community to the enrichment conditions and an initial process of biodegradation of 

hydrocarbon compounds. The results obtained in this work bring innovative data on the 
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diversity of catabolic genes and microbial community members potentially involved with oil 

degradation in petroleum reservoirs. 
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1. INTRODUÇÃO 

A maioria dos recursos de petróleo da Terra está parcialmente biodegradado, 

limitando a exploração econômica de suas reservas e levando a problemas durante a sua 

produção e refino (RÖLING et al., 2003). Os efeitos da biodegradação realizada por 

microrganimos na composição e propriedades físico-químicas de óleos brutos e gases 

naturais são bem conhecidos, e levam à diminuição do teor de hidrocarbonetos saturados 

e do grau API (American Petroleum Institute, índice que determina o valor econômico do 

petróleo) e, ainda, ao aumento da densidade dos óleos, conteúdo de enxofre, acidez, 

viscosidade e conteúdo de metais, os quais influenciam a produção de óleo, através da 

redução da velocidade de vazão e operações de refino (WHITE et al., 2003).  

A expansão da exploração do petróleo em novas fronteiras, como águas profundas 

no mar e ambientes árticos, e os derrames aparentemente inevitáveis que ocorrem 

durante operações de rotina e como consequência de acidentes graves, têm mantido um 

alto interesse da pesquisa neste campo (ATLAS, 1981). O conhecimento dos micro-

organismos presentes em reservatórios de petróleo, e de suas propriedades fisiológicas e 

bioquímicas para o potencial de degradação de hidrocarbonetos, pode nos trazer 

benefícios na exploração de petróleo.  

A diversidade dos micro-organismos encontrados em amostras de petróleo 

compreende grupos de bactérias e arquéias aeróbias, anaeróbias e microaerófilas, 

sugerindo que muitos desses micro-organismos podem ter sido introduzidos nos 

reservatórios de petróleo por meio de infiltração de águas superficiais, decorrente de 

características geológicas locais ou dos sistemas de injeção de água para exploração 

(MAGOT et al., 2000). 
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O catabolismo de hidrocarbonetos foi considerado por muito tempo como um 

processo estritamente dependente de oxigênio (HEIDER et al., 1999). Contudo, como 

demonstrado nas últimas décadas de pesquisa em microbiologia, determinados micro-

organismos são capazes de metabolizar hidrocarbonetos sob condições anaeróbicas. Na 

ausência de oxigênio como aceptor final de elétron, a conservação de energia pode ser 

realizada pela respiração anaeróbica com nitrato, íon férrico ou sulfato. Sendo assim, toda 

linhagem anaeróbica degradadora de hidrocarboneto é desnitrificante, redutora de íon 

férrico ou redutora de sulfato (VAN HAMME et al., 2003).  

Com a rápida expansão no campo da biologia molecular, métodos independentes 

de isolamento e cultivo passaram a ser utilizados para avaliar o perfil da comunidade de 

micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos, representando uma ferramenta 

importante para caracterização da diversidade microbiana associada a reservatórios de 

petróleo, e permitiram obter informações detalhadas sobre a composição dessas 

comunidades e seu envolvimento nos processos de biodegradação deste óleo (AN et al., 

2013).  

Estudos dessa natureza podem levar à identificação de novos micro-organismos 

ou novas vias metabólicas com papel relevante na biodegradação de hidrocarbonetos do 

petróleo, contribuindo para o melhor conhecimento dos processos biogeoquímicos 

envolvidos com a deterioração do óleo in situ e oferecendo potencial para o delineamento 

de estratégias de recuperação de óleos degradados ou biorremediação de sítios 

contaminados.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Petróleo  

Aproximadamente 80-90% da produção de energia global é representada pelos 

combustíveis fósseis (óleo e gás) (GRAUS et al., 2011). A utilização do petróleo tem 

aumentado devido à grande demanda de energia causada pelo crescimento populacional 

no mundo, maturidade dos reservatórios de petróleo e a dificuldade em encontrar novos 

campos de petróleo (LI et al., 2012).  

O petróleo é uma combinação complexa de hidrocarbonetos, composta na sua 

maioria de hidrocarbonetos alifáticos, alicíclicos e aromáticos, podendo conter também 

alguns constituintes como níquel e vanádio (VAN HAMME et al., 2003). Hidrocarbonetos 

são compostos formados por carbono e hidrogênio e podem ser classificados quanto à 

sua estrutura em cíclicos ou alifáticos (alcanos, alcenos, alcinos) e aromáticos 

(benzênicos e policíclicos) (HEIDER et al., 1999). Os hidrocarbonetos aromáticos são 

constituídos por um anel benzênico como parte de sua estrutura molecular. Os dois 

principais grupos de hidrocarbonetos aromáticos são os compostos monocíclicos 

(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) e os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPAs), tais como naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno e benzopireno (HOLLIGER; 

ZEHNDERT, 1996).  

A composição do petróleo também é descrita em termos da proporção de (1) 

hidrocarbonetos saturados, como os alcanos (compostos de carbono e hidrogênio unidos 

por ligações simples), os isoalcanos e cicloalcanos, (2) hidrocarbonetos aromáticos e (3) 

compostos não hidrocarbonetos contendo oxigênio, nitrogênio, e enxofre (MAGOT, 2005). 

Os n-alcanos com menos de 5 átomos de carbono são gasosos em condições de 

temperatura e pressão normais, enquanto aqueles que possuem de 5 a 15 átomos são 

líquidos e os com mais de 15 átomos variam de líquidos a sólidos. Os hidrocarbonetos 
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aromáticos são compostos que apresentam o anel aromático (benzeno), aqueles com 

mais de um anel são chamados de HPAs, como o naftaleno (2 anéis), o fenantreno (3 

anéis), o pireno (4 anéis) e o benzopireno (5 anéis). O tolueno, com apenas um núcleo 

benzênico, é o composto aromático mais comum no petróleo, seguido pelo xileno e 

benzeno. Finalmente, os não hidrocarbonetos são compostos que possuem outros 

elementos além do carbono e hidrogênio, denominados heteroátomos. As resinas e 

asfaltenos são exemplos deste grupo, apresentam alto peso molecular e são pouco 

solúveis em solventes orgânicos (Petroleum Geoscience Technology - www.pgt.com.br). 

O petróleo rico em hidrocarbonetos saturados e com menor proporção de 

compostos polares é considerado “leve” e possui maior valor econômico. Os óleos 

pesados, que resultam da biodegradação do óleo bruto em reservatórios de petróleo, 

possuem uma quantidade muito menor de hidrocarbonetos saturados e aromáticos, e 

uma maior proporção das substâncias químicas mais polares, as resinas e asfaltenos 

(HEAD et al., 2006). Além disso, são mais densos e viscosos, o que interfere nas 

operações de extração e refino, resultando em grandes perdas econômicas para a 

indústria de petróleo (CONNAN et al., 1984). 

No Brasil, a Bacia Potiguar está localizada na região nordeste entre os estados do 

Rio Grande do Norte e Ceará (Figura 1), com uma área de aproximadamente 70.000 km2, 

sendo que 30% de sua superfície estão localizados na porção terrestre e o restante se 

estende para o mar, alcançando uma profundidade maior que 2000 m (BEHAR et al., 

2006). A bacia produziu em 2013 em torno de 62.000 barris de petróleo por dia, 

constituindo a terceira maior produtora brasileira de petróleo (Boletim da Produção de 

Petróleo e Gás Natural, Março 2013, SDP, Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e 

Biocombustíveis). 

 

 

http://www.pgt.com.br/
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com uma grande variedade de micro-organismos isolados e/ou identificados, incluindo 

alguns grupos aeróbios, como, por exemplo, os gêneros Bacillus, Halomonas e 

Acinetobacter (SETTE et al., 2007; ORPHAN et al., 2000), anaeróbios facultativos dos 

gêneros Deferribacter e Flexistipes (GREENE et al., 1997), redutores de sulfato do gênero 

Desulfovibrio e Desulfobacter (KLEIKEMPER et al., 2002), metanogênicos, como os 

gêneros Methanothermococcus e Methanocalculus (TAKAI et al., 2002; YOSHIDA et al., 

2003) e fermentativos. 

Contudo, apesar do grande número de trabalhos realizados visando isolar e 

identificar essa ampla variedade de micro-organismos, as funções desempenhadas pelos 

membros desta comunidade nos reservatórios de petróleo ainda são pouco 

compreendidas. Os micro-organismos presentes neste ambiente podem representar um 

impacto ambiental que pode ser tanto positivo quanto negativo no processo de extração 

do petróleo. Dentre os impactos negativos estão o aumento da densidade dos óleos, 

conteúdo de enxofre, acidez, viscosidade e conteúdo de metais, além da formação de 

biofilmes, os quais influenciam negativamente a produção de óleo, através da redução da 

velocidade de vazão e operações de refino (OLLIVER; MAGOT, 2005; WHITE et al., 

2003). Por outro lado, o impacto positivo desta comunidade pode residir na utilização de 

micro-organismos biodegradadores em processos de bioremediação, bioconversão e na 

recuperação do petróleo (MEOR - Microbial Enhancement Oil Recovery) (YOUSSEF et al. 

2009). Claramente, existe a necessidade de mais informações sobre as atividades in situ 

desempenhadas por esses micro-organismos a fim de entender e melhor aproveitar os 

processos envolvidos na biodegradação do petróleo.  

O processo de biodegradação pode ocorrer tanto sob condições aeróbias como 

anaeróbias. O processo de biodegradação aeróbio foi, por muito tempo, considerado o 

único mecanismo de biodegradação nos reservatórios de petróleo, com o metabolismo 
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aeróbio usando o oxigênio transportado pelas águas meteóricas como aceptor final de 

elétrons. O processo aeróbio de biodegradação de hidrocarbonetos é geralmente rápido o 

suficiente para ser observado em um curto período de tempo (HEAD et al., 2006). 

Contudo, um grupo de pesquisadores isolou e identificou vários micro-organismos em 

reservatórios de petróleo, e identificou mecanismos anaeróbios de biodegradação de 

hidrocarbonetos, sugerindo que estes micro-organismos anaeróbios poderiam ser os 

responsáveis pela biodegradação (AITKEN et al., 2004). Os micro-organismos na 

ausência de oxigênio poderiam utilizar uma grande variedade de compostos como 

aceptores finais de elétrons e mecanismos de respiração, incluindo a redução de ferro, de 

sulfato, de nitrato, fermentação e metanogênese (HEIDER et al., 1999). 

Entre os micro-organismos anaeróbios envolvidos com a degradação de 

hidrocarbonetos existem dois grupos principais: os anaeróbios facultativos (redutores de 

ferro, manganês e nitrogênio) e os anaeróbios estritos (redutores de sulfato e 

metanogênicos). As bactérias redutoras de sulfato (SRB) são geralmente encontradas em 

ambientes contaminados com hidrocarbonetos (tolueno, benzeno, xileno e alcanos) e 

utilizam ácidos orgânicos como fonte de carbono (KLEIKEMPER et al., 2002). 

 

2.3. Genes Envolvidos no Processo de Biodegradação Aeróbio e Anaeróbio 

Micro-organismos com capacidade de degradar alcanos estão amplamente 

distribuídos no ambiente e têm sido isolados de locais contaminados ou não com 

hidrocarbonetos (MARCHANT et al., 2006). Os organismos superiores podem oxidar 

parcialmente alguns hidrocarbonetos, ao passo que micro-organismos podem degradar 

completamente hidrocarbonetos da maioria das classes, incluindo alcanos, alcenos, 

alcinos e aromáticos. Tal degradação pode ocorrer aerobicamente com oxigênio, ou 
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anaerobicamente com nitrato, íon férrico, sulfato ou outros aceptores de elétrons 

(WIDDEL; MUSAT, 2010). 

Os mecanismos enzimáticos envolvidos na degradação aeróbia de 

hidrocarbonetos por bactérias têm sido extensivamente estudados por várias décadas 

(BOLL; HEIDER, 2010). Os genes que codificam as enzimas de degradação estão 

relativamente bem compreendidos para organismos aeróbios e cultiváveis, principalmente 

para os isolados de Pseudomonas putida GPo1, Acinetobacter sp. ADP1 e 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv (VAN BEILEN; FUNHOOFF, 2007; WENTZEL et al., 

2007). Muitos organismos que não são usualmente considerados como bactérias 

degradadoras de hidrocarbonetos possuem genes homólogos aos genes alcano 

monoxigenases (HEAD et al., 2006). van Beilen et al. (2003) verificaram que Burkholderia 

mallei, Burkholderia pseudomallei, Burkholderia fungorum, Pseudomonas aeruginosa, 

Legionella pneumophila, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, 

Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium avium e Silicibacter pomeroyi contêm genes 

homólogos a alcano monoxigenases, sendo que, em muitas destas espécies, a proteína 

codificada é uma enzima funcional. 

 

2.3.1. Alcano Monoxigenases - alk 

Em organismos aeróbicos, o ataque inicial de hidrocarbonetos sempre requer a 

molécula de oxigênio como um co-substrato (HEIDER et al., 1999; ROJO, 2009). Na 

maioria das vias de degradação descritas, o substrato n-alcano é oxidado ao 

correspondente álcool por uma enzima monoxigenase terminal, em seguida, o álcool é 

oxidado ao aldeído correspondente, e transformado em um ácido graxo (VAN HAMME et 

al., 2003). Os ácidos graxos são conjugados à CoA e posteriormente processados pela β–

oxidação para gerar Acetil-CoA (WENTZEL et al., 2007).  
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O sistema alcano hidroxilase consiste de três componentes: a alcano hidroxilase 

(monoxigenase), rubredoxina e rubredoxina redutase. A alcano hidroxilase está localizada 

na membrana citoplasmática e tem como função a transferência de um átomo de oxigênio 

da molécula de oxigênio para o substrato alcano. A rubredoxina redutase transfere 

elétrons de NADH para a rubredoxina, a qual por sua vez, transfere os elétrons para o 

componente catalítico, alcano hidroxilase (VAN HAMME et al., 2003).  

A via de degradação de n-alcanos de cadeia média (C6 a C12) é extensivamente 

caracterizada para a bactéria gram-negativa Pseudomonas putida Gpo1. Esta linhagem 

carrega o plasmídeo OCT, o qual possui dois operons. O operon alkBFGHJKL codifica 

dois componentes do sistema alcano hidroxilase e enzimas envolvidas na via metabólica. 

Os produtos destes genes alk incluem uma alcano hidroxilase (AlkB), rubredoxinas (AlkF 

e AlkG), aldeído desidrogenase (AlkH), álcool desidrogenase (AlkJ), acil-CoA sintase 

(AlkK), e uma proteína de membrana externa provavelmente envolvida na captação do 

hidrocarboneto (AlkL). O outro operon alkST codifica um terceiro componente do sistema 

alcano hidroxilase, a rubredoxina redutase (AlkT), e um regulador positivo da expressão 

do operon alkBFGHJKL (AlkS) (CANOSA et al., 1999; VAN BEILEN et al., 2001), como 

mostrado na Figura 2. 
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Figura 2. Via de degradação de n-alcanos de cadeia média, mostrando a localização e funções 

dos genes envolvidos no sistema alcano hidroxilase. Fonte: VAN HAMME et al. (2003). 

 

A proteína reguladora, AlkS, na presença de alcano, ativa o promotor PalkB do 

operon alkBFGHIKL. Uma vantagem do mecanismo de feedback positivo na via alk é que 

ele promove uma rápida indução, assim como o rápido desligamento, quando os alcanos 

são consumidos (CANOSA et al., 2000). Sendo assim, Pseudomonas putida necessita de 

baixo nível de expressão do gene alkS para induzir a via para a degradação de alcanos. A 

expressão do sistema alcano hidroxilase é regulada em função da fonte de carbono, já 

que mesmo quando presente em alto nível, AlkS é incapaz de ativar a transcrição na 

ausência de um indutor apropriado, inibindo em nível transcricional a expressão dos 

genes envolvidos na degradação de alcanos (STAIJEN et al., 1999; CANOSA et al., 1999; 
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DINAMARCA et al., 2003). O plasmídeo OCT permite a P. putida utilizar alcanos como 

única fonte de energia e carbono (VAN BEILEN et al., 2001).  

A organização dos genes envolvidos na oxidação de alcanos varia entre diferentes 

bactérias degradadoras, sendo que quase todas pertencem às classes α-, β-, -

Proteobacteria e Actinobacteria (VAN BEILEN et al., 2003; COLEMAN et al., 2006). 

Foram descobertos como degradadores de alcanos isolados de Bacillus, Geobacillus (filo 

Firmicutes) e Thermus (filo Deinococcus-Thermus) (MARCHANT et al., 2006; MEINTANIS 

et al., 2006), e Flavobacteria e Sphingobacteria (filo Bacteroidetes-Chlorobi) foram 

encontrados em ambientes contaminados com óleo (BRAKSTAD; LODENG, 2005). Entre 

os eucariotos, muitos fungos e leveduras, e algumas algas, são conhecidos por 

degradarem estes hidrocarbonetos (VAN BEILEN et al., 2003). 

Genes que estão estritamente relacionados ao gene alcano hidroxilase (alkB) de 

P. putida GPo1 têm sido detectados em grande parte da comunidade microbiana (VAN 

BEILEN et al., 2003, VAN BEILEN; FUNHOFF, 2005). Os genes alkB foram encontrados 

em várias bactérias que habitam ambientes diversos, incluindo sedimentos no Alasca 

(SOTSKY et al., 1994), solos contaminados (KNAEBEL; CRAWFORD, 1995), locais 

contaminados com óleo (GUO et al., 1997), aqüíferos superficiais (STAPLETON; 

SAYLER, 1998) e solos do Ártico e da Antártica (WHYTE et al., 2002; KUHN et al., 2009; 

YERGEAU et al., 2009; PANICKER et al., 2010; BELL et al., 2013).  

A organização dos genes alk em Acinetobacter sp. ADP1 é completamente 

diferente. Eles não estão contidos em um grande operon e nem agrupados ou localizados 

em um plasmídeo, mas ocorrem em uma aparente desordem no cromossomo de 

Acinetobacter (GRALTON et al., 1997). Acinetobacter sp. ADP1 é capaz de usar alcanos 

de cadeia longa com pelo menos 12 átomos de carbono como única fonte de carbono e 

energia. Isto requer pelo menos 5 genes essenciais: rubAB, que codifica rubredoxina e 
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rubredoxina redutase; alkM, que codifica a alcano hidroxilase; alkR, que codifica uma 

proteína com similaridade a um regulador transcricional e xcpR, o qual é parte da via geral 

de secreção (RATAJCZAK et al., 1998).  

As alcano monoxigenases já tiveram seu sistema genético decifrado em uma 

grande variedade de bactérias, incluindo bactérias gram positivas e negativas como: 

Rhodococcus erythropolis NRRL B-16531, Rhodococcus sp. Q15, Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv, Pseudomonas putida GPo1, Acinetobacter sp. ADP1 e Acinetobacter 

sp. M-1 (WATKINSON; MORGAN, 1990; VAN BEILEN et al., 2002).  

Ishige et al. (2000) encontraram uma proteína aldeído desidrogenase de cadeia 

longa na fração solúvel de células de Acinetobacter linhagem M-1 crescidas em n-alcano. 

Esta proteína é codificada pelo gene cromossomal ald1. Os autores mostraram, através 

de análises genéticas e bioquímicas, que essa proteína desempenha um papel 

significativo tanto no crescimento destas bactérias em n-alcanos, quanto na formação de 

ésteres em Acinetobacter sp. linhagem M-1.  

Foram descobertos em Geobacillus sp. isolado de reservatório de petróleo dois 

sistemas de degradação de alcanos de cadeia longa utilizando uma monoxigenase 

solúvel (soluble monooxygenase - LadA) (FENG et al., 2007; ROJO, 2009), e uma 

monoxigenase ligada à flavina (flavin-binding monooxigenase - AlmA) em Acinetobacter 

venetianus isolado de uma cultura mista com capacidade de crescer em alcanos de 

cadeia longa (THRONE-HOLST et al., 2006; AMOURIC et al., 2009). Os estudos indicam 

que novas alcano hidroxilases ainda não foram identificadas e que poderiam incluir novas 

funções que ainda são desconhecidas, mas que são importantes para o metabolismo 

microbiano (ROJO, 2009).  

Adicionalmente ao sistema AlkB, duas classes de enzimas de oxidação de n-

alcanos não relacionadas com as alcano hidroxilases têm sido reportadas em bactérias. A 
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primeira classe é constituída pelas enzimas relacionadas à citocromo P450 (como 

CYP153), e a segunda corresponde a uma classe de alcano hidroxilases particuladas 

(pAHs). Esta última permite a um amplo grupo de Proteobacteria e Actinomycetales 

crescer em alcanos de C5 a C16 (HEISS-BLANQUET et al., 2005; VAN BEILEN; 

FUNHOLFF, 2007). 

 

2.3.2 Dioxigenases que Hidroxilam Anéis Aromáticos (ARHDs) 

Os hidrocarbonetos aromáticos, assim como os alifáticos, são utilizados como 

fonte de carbono e energia por diversos micro-organismos que, ao longo da evolução, 

adaptaram suas habilidades de crescimento nesses substratos. O metabolismo bacteriano 

de hidrocarbonetos aromáticos abrange uma grande variedade de vias periféricas que 

ativam substratos estruturalmente diversos em um número limitado de intermediários 

comuns sendo, em seguida, clivados e processados por poucas vias centrais ao 

metabolismo da célula (CARMONA et al., 2009). O processo de degradação de 

compostos aromáticos resulta na produção de succinato, acetil-CoA, ácido pirúvico, ácido 

acético e aldeídos, todos eles utilizados por micro-organismos na síntese de constituintes 

celulares e energia, e com os subprodutos dessas reações sendo CO2 e água (MISHRA 

et al., 2001). O mecanismo que permite às bactérias degradar membros específicos da 

grande diversidade de compostos aromáticos tem sido estudado em vários isolados 

bacterianos pertencentes aos filos Proteobacteria e Actinobacteria (BRENNEROVA et al., 

2009). 

A degradação de hidrocarbonetos aromáticos por bactérias, sob condições 

aeróbicas, começa com a adição da molécula de oxigênio ao anel aromático pela enzima 

dioxigenase (Figura 3). Estas enzimas pertencem a uma grande família conhecida como 

dioxigenases que hidroxilam anéis aromáticos (Aromatic Ring Hydroxylating Dioxigenases 
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- ARHD). Todos os membros dessa família possuem uma ou duas proteínas 

transportadoras de elétron, dependendo do substrato e da origem da enzima (GIBSON; 

PARALES, 2000). ARHD como benzoato, naftaleno, bifenilo, tolueno e benzeno 

dioxigenases são complexos enzimáticos formados por três ou quatro subunidades 

protéicas. Estes complexos catalisam uma reação redox na qual dois oxigênios 

moleculares são incorporados ao anel aromático do substrato à custa da oxidação de 

NADH (GIBSON; PARALES, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Via genérica de degradação aeróbia de hidrocarbonetos aromáticos pela enzima 

dioxigenase. Fonte: DÍAZ et al. (2004). 

 

Até 2001, as dioxigenases multicomponentes foram classificadas de acordo com o 

Sistema de Classificação de Batie em 3 diferentes grupos, levando-se em consideração o 
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número de constituintes do complexo enzimático e a natureza dos centros catalíticos de 

óxi-redução (BATIE et al., 1991). Esse método de classificação foi baseado nas 

dioxigenases que possuíam o centro catalítico Rieske e um ferro mononuclear. Porém, a 

classificação através do transporte de elétrons não se mostrou eficaz para a organização 

dos novos grupos de oxigenases caracterizados e identificados. Desse modo, Nam et al. 

(2001) propuseram um novo sistema de classificação baseado na homologia das 

sequências de aminoácidos do componente terminal das oxigenases, que é a região que 

apresenta a atividade enzimática da proteína e reflete uma relação filogenética entre as 

enzimas. Na nova classificação, os autores encontraram 4 grupos distintos dentre as 54 

dioxigenases analisadas, sendo o grupo I composto por oxigenases que possuem apenas 

uma subunidade α, enquanto que os grupos II, III e IV são formados por oxigenases com 

duas subunidades, α e β. As dioxigenases do grupo II são as benzoato e toluato 

dioxigenases, as do grupo III são a naftaleno e as HPAs dioxigenases e as do grupo IV 

são dioxigenases que degradam moléculas de benzeno, tolueno e bifenilo (NAM et al., 

2001).  

Enzimas que pertencem à mesma família de dioxigenase evoluíram de um único 

ancestral comum para adquirir uma nova função catabólica através de vários eventos 

genéticos, como transferência gênica horizontal, dada por plasmídeos conjugativos, 

plasmídeos integrativos e transposons, recombinação, duplicação, mutação pontual 

múltipla, deleção e integração gênica (HARTNETT et al., 1990; HARAYAMA et al., 1991; 

NOJIRI et al., 2004; SPRINGAEL; TOP, 2004). Na natureza, a aquisição de genes pela 

transferência gênica horizontal é uma das principais formas de evolução constante dos 

micro-organismos para a degradação de diversos substratos através de novas vias 

metabólicas.  
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Chadhain et al. (2006) avaliaram a degradação de hidrocarbonetos aromáticos, 

como naftaleno, fenantreno e pireno, em uma série de experimentos de enriquecimentos. 

Para tal, os autores desenvolveram primers tendo como alvo o conservado centro Rieske 

da dioxigenase que oxida os HPAs estudados. Os resultados sugerem que ambientes 

contaminados podem abrigar uma ampla diversidade do perfil de genes funcionais 

durante a biodegradação de uma variedade de HPAs.  

Flocco et al. (2009) analisaram a ocorrência e a diversidade do gene naftaleno 

dioxigenase no solo da Antártica. Os genes foram amplificados pela técnica de nested-

PCR, analisados por DGGE e quantificados por PCR em tempo real. Uma análise 

filogenética das sequências mostrou uma grande homologia com o gene naftaleno 

dioxigenase de Pseudomonas (nahAc) e com elementos genéticos móveis relacionados. 

Os resultados sugerem que existe uma microdiversidade de genes relacionados com o 

nahAc na comunidade microbiana dos solos da Antártica e que a sua relativa abundância 

aumentou em resposta a fontes antropogênicas de poluição.  

Recentemente, genes que codificam dioxigenases foram encontrados em várias 

bactérias que habitam ambientes diversos, incluindo reservatórios de petróleo (VERDE et 

al., 2013), solos de praia e sedimentos profundos contaminados com óleo (LAMENDELLA 

et al., 2014; MASON et al., 2012), detritos em canos de petróleo (JOSHI et al., 2014), 

lodos ativados (FANG et al., 2013; SILVA et al., 2013) e solos do Ártico (YERGEAU et al., 

2012). 

2.3.3. 6-oxociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA Hidroxilase – bamA 

Como demonstrado nas últimas décadas de pesquisa em microbiologia do 

petróleo, determinados micro-organismos são capazes de metabolizar hidrocarbonetos 

sob condições anaeróbicas. Os hidrocarbonetos que podem ser degradados 

anaerobicamente incluem alcanos e alcenos alifáticos com cadeias de tamanho de 6 a 20 
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átomos de carbono, alcilbenzenos monocíclicos, tais como tolueno, etilbenzeno, 

propilbenzeno, isômeros de xileno e etiltolueno, assim como benzeno e naftaleno 

(HEIDER et al., 1999). Na ausência de oxigênio como aceptor final de elétron, a 

conservação de energia pode ser realizada pela respiração anaeróbica com nitrato, íon 

férrico ou sulfato. Sendo assim, toda linhagem anaeróbica degradadora de hidrocarboneto 

é desnitrificante, redutora de íon férrico ou redutora de sulfato (HEIDER et al., 1999; VAN 

HAMME et al., 2003).  

O crescimento dos micro-organismos anaeróbios e a taxa de biodegradação é 

significativamente mais baixa em comparação com bactérias degradadores aeróbias 

(WENTZEL et al., 2007). As bactérias anaeróbias mais intensamente estudadas, por seu 

considerável rápido crescimento e rendimento no laboratório, são as espécies 

desnitrificantes Thauera aromática K172 e Aromatoleum aromaticum EbN1. O novo 

gênero proposto por Wöhlbrand et al. (2007), “Aromatoleum”, compreende desnitrificantes 

de vida livre com notáveis capacidades de degradação, distintos dos gêneros 

relacionados Thauera e Azoarcus (HEIDER; RABUS, 2008). 

O tolueno tem sido o hidrocarboneto mais estudado com respeito à caracterização 

genética e enzimática das bactérias desnitrificantes Azoarcus sp. linhagem T, Thauera 

aromatica linhagem K172 e Thauera sp. linhagem T1 (ACHONG et al., 2001; BELLER et 

al., 1999; COSCHIGANO et al., 2000; HERMUTH et al., 2002; LEUTHNER et al., 1998). 

Na via proposta, a adição do fumarato ao tolueno para a formação de benzilsuccinato é 

mediada pela enzima benzilsuccinato sintase. Uma série de reações de β-oxidação ocorre 

para converter o benzilsuccinato para benzil-CoA, o qual é o intermediário central na 

degradação anaeróbica de compostos aromáticos (BELLER; SPORMANN, 1998).  

O gene que codifica a 6-oxociclohex-1-eno-1-carbonil CoA hidrolase (bamA) tem 

sido utilizado para a detecção de uma ampla gama de micro-organismos anaeróbios que 
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Geobacteraceae estão envolvidas na degradação de compostos aromáticos diferentes 

que o tolueno e o xileno. 

2.4. Métodos moleculares no estudo da diversidade de micro-organismos 

degradadores de hidrocarbonetos 

Visando o entendimento das vias aeróbia e anaeróbia de degradação em bactérias 

que utilizam os hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia, técnicas tradicionais de 

microbiologia têm sido amplamante adotadas, como métodos baseados em cultivo e 

análises das características morfológicas, metabólicas e fisiológicas.  

Embora as técnicas de cultivo tenham sido aprimoradas e tenham permitido a 

recuperação in vitro de um número crescente de micro-organismos ainda não cultivados 

(LEADBETTER, 2003), o conhecimento sobre sua ecologia permanece insuficiente para 

cultivar a maioria deles. Sabe-se que apenas uma pequena fração da diversidade 

microbiana na natureza, em torno de 1 a 10%, pode ser hoje cultivada em laboratório 

(AMANN et al., 1995; HUGENHOLTZ et al., 1998). Além disso, uma só espécie de micro-

organismo não é capaz de degradar uma variedade de hidrocarbonetos presentes no 

petróleo, sendo necessária a atuação de um grupo de microbianos que possua uma 

ampla diversidade enzimática capaz de agir sobre os hidrocarbonetos alifáticos e 

aromáticos (OKERENTUNGBA; EZERONYE, 2003; KANALY; HARAYAMA, 2000). Neste 

contexto, tornam-se evidentes as limitações impostas pelo uso isolado de culturas puras 

nos estudos de biodegradação. 

Com a rápida expansão no campo da biologia molecular, métodos para avaliar o 

perfil da comunidade de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos passaram a 

ser utilizados, como as técnicas de bibliotecas de genes RNAr 16S, ARDRA (Amplified 

ribosomal DNA restriction analysis), RISA (Ribosomal intergenic spacer analysis), DGGE 
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(Denaturing gradient gel electrophoresis), TGGE (temperature gradient gel 

electrophoresis), T-RFLP (Terminal-restriction fragment length polymorphism), FISH 

(Fluorescent in situ hybridization), PCR Multiplex e em tempo real, SIP (Stable Isotope 

Probing), e DNA microarray (BELLER et al., 2002; BALDWIN et al., 2003; BONCH-

OSMOLOVSKAYA et al., 2003; RHEE et al., 2004; SETTE et al., 2007; MALIK et al., 

2008; BELL et al., 2011). A utilização destas metodologias vem permitindo uma avaliação 

mais ampla e precisa da diversidade microbiana no ambiente e a descoberta de novos 

grupos de organismos, nunca antes cultivados (GIOVANNONI et al., 1990; AMANN et al., 

1995; HUGENHOLTZ et al., 1998a). 

A utilização de plataformas de sequenciamento de segunda geração, como o 

pirosequenciamento – 454 GS FLX (Roche) ou Genome Analyser (Illumina) tem atraído a 

atenção por ser uma poderosa ferramenta de investigação em nível taxonômico e 

funcional, gerando um grande número de sequências a custo relativamente baixo e 

permitindo a detecção e quantificação de milhares de genes, mesmo em baixa 

abundância (DEGNAN; OCHMAN, 2012).  

Os genomas da comunidade microbiana total, chamados coletivamente de 

metagenoma (HANDELSMAN et al., 1998), possuem muito mais informação genética do 

que aquela observada na diversidade microbiana cultivada. O estudo dos micro-

organismos, suas funções e interações entre si e com o ambiente, através das 

informações obtidas a partir de seus genomas é chamado de Genômica Ambiental ou 

Metagenômica. Esta área de pesquisa relativamente nova permite o estudo genômico e 

acesso ao potencial metabólico de organismos ainda não cultivados no laboratório.  

As técnicas desenvolvidas para a análise de ácidos nucléicos, DNA e RNA, 

extraídos de populações microbianas mistas e usados em diferentes estratégias 

moleculares a fim de determinar a complexidade da comunidade, quantificar e identificar 
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membros na população nos permite estudar a diversidade microbiana em um nível 

diferente, o nível genético. A análise do DNA fornece informação sobre a composição de 

espécies de comunidades microbianas, e a análise do RNA pode revelar a atividade 

metabólica ou “função” de populações microbianas particulares (MALIK et al., 2008). No 

caso de comunidades microbianas biodegradadoras, a abordagem metagenômica 

constitui-se como uma excelente ferramenta para a descoberta de novas vias catabólicas, 

principalmente de micro-organismos fastidiosos ou ainda não-cultivados, ou mesmo 

daqueles que vivem em consórcios e não podem ser recuperados isoladamente.  

Muitos pesquisadores vêm utilizando o metagenoma para estudar a comunidade 

microbiana em muitos ambientes, incluindo solo contaminado com diesel (YERGEAU et 

al., 2012), refinarias de petróleo (SILVA et al., 2013), água marinha (GILBERT et al., 

2008), solo (URICH et al., 2008), intestino (QIN et al., 2010) e cavidade oral (LAZAREVIC 

et al., 2009) de humanos, campos de petróleo (AN et al., 2013), entre outros. O acesso 

aos genes dos micro-organismos ainda não cultivados representa um grande potencial 

para a descoberta de novos produtos gênicos, como metabólitos secundários com 

atividade biológica ou vias de degradação de xenobióticos. 

Dada a enorme quantidade de dados de sequências geradas, a abordagem 

metagenômica tem representado um desafio metodológico e computacional (LI, 2009). 

Assim vários métodos e recursos têm sido desenvolvidos para responder a esta 

demanda, através de conjuntos de dados simulados como IMG/M (MARKOWITZ et al., 

2008), CAMERA (SESHADRI et al., 2007), MG-RAST (AZIZ et al., 2008), ferramentas 

taxonômicas como MEGAN (HUSON et al., 2007), comparações estatísticas 

(RODRIGUEZ-BRITO et al., 2006), análises de diversidade funcional (SCHLOSS; 

HANDELSMAN, 2008), entre outros (LI, 2009).  
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O uso combinado de técnicas de enriquecimento e a metagenômica pode 

constituir uma ferramenta valiosa na avaliação microbiológica de amostras de petróleo, 

permitindo o acesso a novas sequências, genes, rotas metabólicas completas e seus 

produtos (HARDEMAN; SJÖLING, 2007). Isto permitirá obter informações detalhadas 

sobre a composição dessas comunidades e sobre seu envolvimento potencial nos 

processos de biodegradação do petróleo, ampliando o conhecimento sobre a diversidade 

das vias de degradação utilizadas por micro-organismos nestes ambientes, que 

permanece ainda recente e escasso. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1. Objetivos Gerais  

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a diversidade de genes de 

degradação de hidrocarbonetos diretamente a partir de amostras de óleo biodegradado e 

não biodegradado de reservatórios da Bacia potiguar (RN), utilizando metodologias 

independentes de cultivo. Além disto, foi realizada a análise filogenética e funcional da 

microbiota recuperada em enriquecimentos microbianos, além da quantificação dos genes 

expressos, durante a biodegradação do óleo, a fim de investigar as vias catabólicas 

envolvidas nas diferentes fases de degradação do óleo.  

 

3.2. Objetivos Específicos  

 Avaliação da diversidade de genes de degradação aeróbia e anaeróbia de 

hidrocarbonetos (alcano monoxigenases - alk, dioxigenases que hidroxilam anéis 

aromáticos – ARHDs, e 6-oxociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA hidroxilase - bamA) 

presentes em poços de petróleo biodegradado e não-biodegradado, utilizando 

métodos independentes de cultivo;  

 Detecção e quantificação dos genes catabólicos de degradação de 

hidrocarbonetos presentes e expressos nos enriquecimentos microbianos em 

diferentes etapas da biodegradação do óleo através de Microarray e PCR Tempo 

Real;  

 Análise da diversidade filogenética e funcional de enriquecimentos microbianos 

aeróbios obtidos a partir de amostras de petróleo biodegradado utilizando a 

plataforma de sequenciamento Illumina.  
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4. APRESENTAÇÃO DA TESE 

 

Esta tese foi dividida em três capítulos. O Capítulo 1 é constituído do artigo 

publicado no periódico Journal of Petroleum & Environmental Biotechnology intitulado 

“Diversity of hydrocarbon-related catabolic genes in oil samples from Potiguar Basin (RN, 

Brazil)”. Neste artigo estão descritas as metodologias de extração de DNA diretamente a 

partir de amostras de petróleo provenientes do poço de petróleo biodegradado GMR 75 e 

não biodegradado PTS01 da Bacia Potiguar, a construção de bibliotecas de genes alk, 

ARHD e bamA de degradação aeróbia e anaeróbia, e as análises de diversidade 

filogenética.  

O Capítulo 2 abrange as atividades de enriquecimentos microbianos aeróbios, a 

partir de amostras de petróleo provenientes do poço GMR 75 da Bacia Potiguar, as 

etapas de extração de DNA e RNA, e a quantificação dos genes e seus transcritos 

através da técnica de PCR Tempo Real e DNA Microarray. 

O Capitulo 3 é constituído do artigo submetido ao periódico internacional PLoS 

ONE intitulado “Integrated Metagenomic and Metatranscriptomic Analysis of Aerobic 

Enrichments from a Petroleum Reservoir in Northeast Brazil”. Neste artigo estão descritas 

a realização de enriquecimentos microbianos aeróbios, a partir de amostras de petróleo 

provenientes do poço GMR 75 da Bacia Potiguar, as etapas de extração de DNA e RNA, 

o sequenciamento em larga escala do DNA e cDNA utilizando a plataforma Illumina e as 

análises da diversidade filogenética e funcional dos enriquecimentos. 
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CAPÍTULO 1 - Diversity of hydrocarbon-related catabolic genes in oil samples from 

Potiguar Basin (RN, Brazil). Leandro C. L. Verde; Tiago R. Silva; Bruna M. Dellagnezze; 

Eugênio V. dos Santos Neto; Valéria M. Oliveira. Publicado no Journal of Petroleum & 

Environmental Biotechnology. 
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CAPÍTULO 2 – Quantificação dos genes catabólicos e sua expressão em 

enriquecimento microbiano aeróbio utilizando a técnica de PCR 

em Tempo Real 
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2.1. INTRODUÇÃO  

O isolamento e o cultivo microbiano a partir de amostras de petróleo têm revelado 

uma grande variedade de organismos nestes ambientes (MAGOT et al., 2000; SETTE et 

al., 2007). A utilização combinada de técnicas de biologia molecular com métodos 

baseados em cultivo tradicionais tem sido utilizada em estudos microbiológicos do 

petróleo, proporcionando uma visão mais precisa da diversidade microbiana em tais 

ambientes extremos (VOORDOUW et al., 1996; ORPHAN et al., 2000). Informações 

sobre a composição da comunidade e perfis enzimáticos podem trazer uma compreensão 

das preferências metabólicas microbianas, produzindo informações sobre estes micro-

organismos que podem ser aplicadas em processos bitecnológicos, como, por exemplo, 

biorremediação.  

Os mecanismos enzimáticos envolvidos na degradação aeróbia de 

hidrocarbonetos por bactérias têm sido extensivamente estudados por várias décadas 

(Boll e Heider, 2010), sendo as enzimas monoxigenases e alcano hidroxilases bem 

caracterizadas no processo da biodegradação aeróbia de hidrocarbonetos (ROJO et al., 

2009). As comparações de fragmentos de genes alkB mostram uma diversidade muito 

alta destas proteínas no ambiente, incluindo genes alkB de uma mesma espécie (VAN 

BEILEN et al., 2003; MARCHANT et al., 2006; VAN BEILEN; FUNHOLFF, 2007; XU et al., 

2008). 

O mecanismo que permite às bactérias degradar membros específicos da grande 

diversidade de compostos aromáticos tem sido estudado em várias cepas bacterianas 

isoladas, predominantemente pertencentes aos filos Proteobacteria e Actinobacteria 

(BRENNEROVA et al., 2009). As dioxigenases são enzimas chave na degradação de 

compostos aromáticos e muitas dessas proteínas foram descritas, purificadas e 

caracterizadas nas últimas décadas (BRENNEROVA et al., 2009). 
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A utilização de métodos tradicionais dependentes de cultivo é de grande 

relevância em estudos microbiológicos, pois permitem a investigação de aspectos 

genéticos, fisiológicos e taxonômicos. Contudo, pode consumir muito tempo e somente 

refletir uma pequena porcentagem da comunidade microbiana e seu conteúdo genético 

presente no ambiente. A utilização das técnicas de PCR em Tempo Real e Microarray 

podem fornecer resultados mais precisos para estimar a diversidade a abundancia de 

genes e seus transcritos envolvidos no processo de biodegradação de hidrocarbonetos 

pelos micro-organismos em ambientes contaminados (CÉBRON et al., 2008). 

O objetivo deste trabalho consistiu em quantificar os genes catabólicos (alk e 

ARHD) e sua expressão em um enriquecimento microbiano aeróbio de amostras do 

reservatório de petróleo biodegradado (GMR75), através da técnica de PCR em Tempo 

Real e DNA Microarray, além de avaliar a degradação do petróleo em relação ao tempo 

através de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM). 

 

2.2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.2.1 Amostras 

As amostras de petróleo utilizadas neste trabalho foram coletadas sob condições de 

assepsia em julho de 2008 na Bacia Potiguar (RN) (Tabela 1), transportadas ao 

laboratório da Divisão de Recursos Microbianos com o suporte logístico da Petrobrás e 

mantidas à temperatura ambiente até o seu processamento. 
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Tabela 1. Detalhes sobre os poços amostrados na Bacia de Potiguar, Rio Grande do Norte. 

 

Foram utilizadas as amostras provenientes dos poços GMR75 e PTS01 para a 

construção de bibliotecas de genes catabólicos (alk, ARHD e bamA), descritas no 

Capítulo 1 desta tese. No caso dos enriquecimentos microbianos descritos neste capítulo, 

em função do volume do óleo GMR75 não ser suficiente para todos os ensaios, a amostra 

de óleo do poço SER 17 foi utilizada como inóculo. Este óleo também é classificado como 

biodegradado, o que aumenta a chance de recuperação de microbiota potencialmente 

ativa para analisar o processo de biodegradação do petróleo. O óleo do poço PTS02, 

considerado não biodegradado, foi utilizado como substrato nos enriquecimentos com o 

intuito de avaliar o processo de biodegradação por cromatografia. 

 

2.2.2 Enriquecimento da microbiota aeróbia de petróleo  

O enriquecimento da microbiota aeróbia a partir das amostras de óleo foi realizado 

em frascos “SCHOTT” com capacidade para 1 litro, utilizando-se 800 mL de meio 

Bushnell Haas (BH) como meio basal. Este último constitui meio mineral amplamente 

descrito pela literatura para experimentos envolvendo micro-organismos degradadores de 

hidrocarbonetos (ERIKSSON et al., 2000; SETTE et al., 2007).  

 

 

 

Poços T(oC) Profundidade (m) Grau de biodegradação 

GMR75 42,2 535,5 - 540,5 biodegradado 

PTS01 48,3 801 - 803 Não biodegradado 

SER17 57,2 3247 - 3262 biodegradado 

PTS02 52,7 846 - 848 Não biodegradado 
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O meio Bushnell Haas foi composto pelos seguintes reagentes: 

Composição Volume  

KH2PO4 1 g 

K2HPO4 1 g 

NH4NO3 1 g 

MgSO4.7H2O 0,2 g 

FeCl3 0,05 g 

CaCl2.2H2O 0,02 g 

Água Milli-Q 1 L 

 

O pH do meio BH foi ajustado para 7,0, seguindo-se a distribuição de volumes de 

800 mL em frascos Schott (1 L) e esterilização em autoclave durante 20 min a 1 atm. 

Após seu preparo, o meio foi adicionado de 10 g de arenito e 10 cubos de 

espumas de poliuretano, previamente esterilizados. Seguiu-se a aplicação de hexadecano 

e fenantreno como substrato (4 mL). Uma alíquota de 8 mL de óleo do poço GMR75 foi 

diluído (1:1) em tween 80 e usado como inóculo. Os enriquecimentos, utilizando-se 

ambos os substratos (hexadecano e fenatreno), foram realizados em quadruplicata e 

incubados em estufa em agitador rotacional a 130 rpm e 28ºC por 30 dias. Estas 

condições foram empregadas a fim de se obter resultados de biodegradação em curto 

período de tempo, conforme já havia sido realizado em estudo prévio do grupo 

(VASCONCELLOS et al., 2009).  

Após este período, a biomassa foi recuperada e inoculada novamente em frascos 

“SCHOTT” com capacidade para 1 litro contendo 600 mL de meio Bushnell Haas (BH), 

utilizando os mesmos procedimentos descritos acima. Porém, neste caso, uma alíquota 

de 6 mL do óleo não biodegradado do poço PTS01 esterilizado foi utilizada como 

substrato e cerca de 6 g de células recuperadas da biomassa do 1° enriquecimento do 

óleo do poço GMR75 foi usado como inóculo. O experimento consistiu de 6 pontos de 

amostragem (após 5; 10; 15; 20; 25 e 30 dias), realizada em triplicata, e 5 controles 
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(controle 1 contento o petróleo do poço GMR75 e a solução de vitaminas; controle 2 

contento o petróleo do poço PTS01 autoclavado e a solução de vitaminas; controle 3 

contento petróleo do poço PTS01 autoclavado e as células recuperadas, submetido à 

autoclagem; controle 4 somente o meio; controle 5 contendo as células recuperadas sem 

o petróleo do poço PTS01, submetido à autoclavagem), totalizando 23 frascos.  

 

2.2.3 Análise da degradação do óleo nos enriquecimentos através de CG-EM 

Após o período de incubação dos enriquecimentos aeróbios, prosseguiu-se com a 

extração da fase orgânica. As análises de cromatografia para avaliação da degradação de 

hidrocarbonetos do petróleo pela microbiota recuperada nos enriquecimentos foram 

realizadas no laboratório de Química Orgânica, no Instituto de Química da UNICAMP, sob 

a supervisão da Profa. Anita Marsaioli. 

Na extração utilizou-se uma alíquota de 50 mL do enriquecimento acrescido de 20 

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

orgânica foi seca com sulfato de sódio (MgSO4) e evaporada sob o fluxo de N2. O extrato 

obtido foi diluído em éter etílico e metilado por diazometano. O extrato metilado foi seco 

sob fluxo de N2, pesado e solubilizado em 1 mL de acetato de etila. A partir desta solução, 

foi feito o cálculo (através da formula C1.V1 = C2.V2) determinando a massa necessária 

para obter-se 1 mg/mL do extrato para injeção no CG-EM. Em seguida evaporou-se o 

solvente e adicionou-se 1 mL de hexano. Utilizou-se heptadecano na concentração de 

0,03 mg/m como padrão interno para a quantificação da atividade biodegradadora dos 

micro-organismos, através de análises cromatográficas.  

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

cromatógrafo gasoso HP6890 Agilent, acoplado a detector de massas HP 5970-MSD 

usando uma rampa de 80ºC/2 min aquecido até 270ºC a 4ºC/min, e depois até 300ºC a 



39 

 

10ºC/min, ficando a 300 graus por 25 minutos. A coluna utilizada foi uma MDN5S 30 

metros, injetor tipo split (20:1), tendo He como gás de arraste, fluxo de 1 mL/min, coluna 

capilar de sílica fundida do tipo HP-5MS, cuja fase estacionária consiste de 5% de fenil 

metil silicone. Os dados foram adquiridos utilizando-se o modo SCAN e os valores de 

massa variaram entre 50 e 700 u.m.a. Tal metodologia de monitoramento dos ensaios de 

biodegradação CG-EM já é consolidada pelos componentes deste grupo de pesquisa, 

apresentando-se eficiente na quantificação e qualificação dos produtos gerados a partir 

do metabolismo microbiano de biomarcadores do petróleo.  

 

2.2.4 Extração de RNA e DNA dos cultivos enriquecidos 

A extração de DNA dos enriquecimentos foi precedida pela adição de 20% de 

solução aquosa de Tween 80 a 10%. O DNA foi extraído no Instituto de Biotecnologia de 

Montreal (NRC Biotechnology Research Institute - Canadá), sob a supervisão do Prof. 

Charles Greer. Os pellets, obtidos do volume total do enriquecimento microbiano 

centrifugado, foram suspensos em 1,0 mL de tampão PBS (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; 

Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4). A esta solução foi adicionada lisozima (100 

µL de uma solução 100 mg/mL), e os microtubos foram mantidos a 37ºC durante 60 

minutos. A seguir, foram adicionados 4 µL da enzima proteinase K (solução estoque 10 

mg/mL) e 75 µL de SDS (solução 20%), e incubação a 60ºC durante 60 minutos. Foram 

realizados 4 ciclos de “freeze-thaw” (ciclos de 3 min a 80ºC, alternados por 3 min em gelo 

seco com etanol absoluto), de forma a promover a lise mecânica das paredes celulares 

microbianas. Foi adicionado 1 vol. de pérolas de vidro a cada microtubo, e este agitado 

manualmente por 90 segundos. Igual volume de fenol saturado (Tris-HCl pH 8,0) foi 

adicionado às soluções para limpeza, seguido de centrifugação por 5 minutos a 12.000 

rpm. Após centrifugação, a fase aquosa foi transferida para novo microtubo, adicionado 
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de 500 µL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e centrifugado novamente por 10 

minutos a 13.000 rpm e 10ºC. A fase superior foi transferida para novo microtubo e 

precipitada com 10% v/v de NaCl 5 M e etanol absoluto (2 volumes) a -70ºC overnight. 

Após precipitação do DNA, o pellet foi centrifugado por 20 minutos a 10.000 rpm e 4ºC. O 

pellet foi lavado 2 vezes com 800 µL de etanol 70% gelado e centrifugado a 13.000 rpm 

por 5 minutos a 4ºC. Depois de seco, o DNA foi suspenso em 40 µL de água Milli-Q 

esterilizada e estocado em freezer a -20ºC. A integridade e concentração do DNA obtido 

foram avaliadas através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR® 

Safe DNA gel stain (Invitrogen). A quantificação do DNA das amostras foi realizada 

utilizando o kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA (Invitrogen). 

A extração de RNA dos enriquecimentos foi também realizada no Instituto de 

Biotecnologia de Montreal (NRC Biotechnology Research Institute - Canadá), segundo o 

método descrito por Winderickx e Castro (1994), com modificações. As células foram 

suspensas em 800 µL de tampão de extração (EDTA 1 mM; LiCl 0,1 M; Tris 0,1 M, pH 

7,5) e, a seguir, adicionadas de 800 µL de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (25:24:1) 

contendo 80 µL de SDS 10%. Após agitação em vortex, a solução foi centrifugada por 4 

minutos a 10.000 rpm e 4ºC e o sobrenadante transferido para um microtubo novo. Todo 

o processo foi repetido até que a interface não fosse mais visível. O RNA foi precipitado 

através da adição de acetato de sódio 40% (1/20 do volume) e etanol absoluto (2 

volumes) a –70ºC overnight. Após precipitação do RNA, a solução foi centrifugada por 8 

minutos a 10.000 rpm e 4ºC. O pellet foi lavado 2 vezes com 1 mL de etanol 70% gelado e 

centrifugado a 10.000 rpm por 8 minutos a 4ºC. Depois de seco o RNA foi suspenso em 

40 µL de água DEPC (Dimetil pirocarbonato) e estocado em freezer a -70 ºC. A 

concentração e a integridade do RNA isolado foram verificadas através de eletroforese 

em gel de agarose 0,8% corado com SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) e tratado 
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com água DEPC. O RNA das amostras foi quantificado utilizando o kit Quant-iT™ 

RiboGreen® RNA (Invitrogen). O experimento de extração de RNA foi realizado com as 

amostras no gelo e as vidrarias utilizadas para as soluções foram esterilizadas em uma 

estufa a 108ºC por 24 horas. 

Após a extração, as amostras de RNA foram tratadas com o kit TURBO DNA-

free™ (Applied Biosystems), de acordo com as recomendações do fabricante. Cerca de 2 

µg de RNA foi utilizado no tratamento. Para a confirmação da degradação total do DNA, 

uma reação de PCR com 35 ciclos utilizando os primers universais de rRNA16S U341 e 

U758 (LAWRENCE et al., 2004), e 100 ng do RNA tratado, foi realizada. 

 

2.2.5 Quantificação dos genes catabólicos alk e ARHD nos enriquecimentos 

por PCR em tempo real (qPCR) 

Nas reações de PCR em tempo real, foi utilizado o DNA extraído das amostras de 

enriquecimento aeróbio. Esta atividade foi realizada no Instituto de Biotecnologia de 

Montreal (NRC Biotechnology Research Institute - Canadá) sob a supervisão do Prof. 

Charles Greer. Foi utilizado o kit iQ SYBR green Supermix (Bio-Rad Laboratories). As 

reações foram realizadas em um equipamento Rotor-Gene 3000 (Corbett Life Science).  

Os primers utilizados foram os mesmos empregados para a construção das 

bibliotecas dos genes catabólicos alk e ARHD (Capítulo 1), além do par de primers do 

gene rRNA 16S, Eub338/ Eub518 (FIERER et al., 2005). Para os ensaios em que dímeros 

de primers foram um problema, uma etapa de leitura adicional de 15 segundos foi incluída 

ao final de cada ciclo e o sinal de fluorescência foi adquirido no final desta etapa. Os 

padrões foram feitos a partir de diluições de plasmídeos linearizados contendo o 

fragmento do gene de interesse que foi clonado a partir de DNA de um organismo de 

referência. No caso do gene alk, este foi amplificado a partir do DNA de Acinetobacter 
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calcoaceticus (CCT 0050), e o gene ARHD foi amplificado a partir do DNA de 

Pseudomonas putida 17484 (CBMAI 992). Para todas as reações, água Milli-Q ultrapura 

foi utilizada como controle negativo e não gerou sinal detectável. 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se de 1 a 75 ng de 

DNA extraído dos enriquecimentos, 0,3 µM de primers, 1x do iQ SYBR green Supermix 

em um volume final de 15 µL. O ciclo para as reaçãoes de PCR em tempo real foram: 

97°C por 3 minutos, e 40 ciclos de desnaturação a 94°C por 1 minuto, anelamento a 48ºC 

para o gene alk e 58ºC para o gene ARHD, e uma etapa de extensão a 72°C por 1 

minuto. A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas curvas de 

dissociação geradas pelo equipamento.  

 

2.2.6 Quantificação da expressão dos genes catabólicos alk e ARHD nos 

enriquecimentos por PCR em tempo real (qRT-PCR) 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas no Instituto de Biotecnologia 

de Montreal (NRC Biotechnology Research Institute - Canadá), sob a supervisão do Prof. 

Charles Greer, com amostras de RNA tratado com DNase utilizando o kit iScript one-step 

RT-PCR com Sybr green (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). As reações foram 

realizadas em um equipamento Rotor-Gene 3000 (Corbett Life Science). Os primers e 

padrões utilizados foram os mesmos descritos no item anterior. Para os ensaios em que 

dímeros de primers foram um problema, foi utilizado o mesmo procedimento descrito no 

item anterior. Para todas as reações dois controles negativos foram utilizados, um sem a 

adição da enzima Transcriptase Reversa e o outro somente com água Milli-Q. Nos dois 

controles negativos não foi observado sinal detectável de amplificação.  

As reações de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se de 1 a 75 ng 

do total de RNA extraído dos enriquecimentos. O procedimento de amplificação foi o 
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seguinte: síntese de cDNA por 10 min a 50ºC; inativação da enzima Transcriptase 

Reversa por 5 min a 95ºC; seguida dos ciclos de amplificação de 97°C por 3 minutos, 40 

ciclos de desnaturação a 94°C por 1 minuto, anelamento a 48ºC para o gene alk e 58ºC 

para o gene ARHD, e extensão a 72°C por 1 minuto e 15 segundos a 80ºC (aquisição de 

sinal no final desta etapa). A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas 

curvas de dissociação geradas pelo equipamento. 

 

2.2.7 Avaliação dos genes catabólicos no enriquecimento aeróbio por 

microarrays 

Para a síntese e marcação das sondas de DNA, utilizou-se o kit BioPrime matriz 

CGH kit (Invitrogen), segundo instruções do fabricante. A reação de anelamento dos 

primers ao molde de DNA foi realizada com 400 ng de DNA total e água deionizada para 

um volume final de reação 22 mL. Foram adicionados 20 µL de Random primers (2,5x) e 

a solução foi incubada a 95ºC por 5 minutos e, em seguida, 5 minutos no gelo. Para a 

reação de marcação das sondas foram misturados 5 µL do Mix nucleotídeo (10x), 1 µL de 

Exo-Klenow (40 U/µL), 2 µL de Cy3-dCTP 1 mM (GE Healthcare) Referência e, nas 

amostras do enriquecimento aeróbio foram adicionados 2 µL do Cy5-dCTP 1 mM (GE 

Healthcare) Teste. O meio de reação foi incubado por 3 horas a 37ºC. Após a incubação, 

foram adicionados 5 µL de EDTA (0,5 M pH 8.0) à solução e esta foi mantida a -20ºC 

overnight. 

Em seguida, as sondas marcadas de DNA foram purificadas. Para isso, foram 

adicionados 220 µL do tampão PureLink™ Binding Buffer B2 em cada amostra e aplicada 

em uma coluna de purificação. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 1 

minuto e descartado o líquido que passou pela coluna. Foram adicionados 650 µL do 

tampão de lavagem à coluna de purificação e centrifugado novamente, como descrito 

acima. Após a centrifugação, as colunas de purificação foram transferidas para um tubo 
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novo. Foram adicionados 50 µL do tampão de eluição (10 mM Tris-HCl, pH 8.5), seguido 

de incubação por 1 minuto. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 1 minuto 

e estocado no escuro a -20ºC. 

Foi colocado nos slides um LifterSlip (Erie Scientific) 60 X 25 mm, de acordo 

com as dimensões do miroarray. Os slides foram pré-hibridizados por 1 hora a 37ºC com 

uma solução DIG Easy hybridization solution (Roche Applied) contendo 5% de BSA. As 

amostras foram distribuídas aleatoriamente e a hibridiziação foi realizada por 20 horas a 

37ºC em um aparelho Slide Booster (Implen). As lâminas foram lavadas 3 vezes por 5 

minutos a 37ºC em uma solução 0,1x SSC (0,15 M NaCl e 0,015 M citrato de sódio) /0,1% 

SDS, seguida por uma única lavagem por 5 min a 37ºC em 0,1x SSC. As lâminas foram 

digitalizadas em um scanner de microarray GX ScanArray PLUS (PerkinElmer, Boston, 

MA) com uma resolução de 10 µm. As imagens foram transferidas para o programa 

Quant-Array (PerkinElmer), onde cada ponto foi identificado e quantificado. Os dados 

foram então exportados para o programa Excel, onde a intensidade dos spots foi 

calculada. O LifterSlip contêm genes de degradação de bactérias isoladas de solos 

contaminados com petróleo e foi utilizado por Yergeau et al. (2009). 

 

2.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A análise cromatográfica CG-EM foi utilizada para avaliar a biodegradação dos 

hidrocarbonetos do óleo não biodegradado (PTS01), utilizado como substrato pelas 

bactérias enriquecidas a partir de amostras de óleo biodegradado (GMR75). A Figura 1 

mostra dois dos cromatogramas obtidos, no período inicial do ensaio (painel a) e após 10 

dias (painel b), evidenciando os ruídos observados nesses períodos do experimento. Foi 

observada a presença de um pico identificado como sendo o hexadecano, o qual persistiu 

após 10 dias de experimento. O hexadecando foi adicionado junto ao fenantreno nos 
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enriquecimentos como substrato para estimular o crescimento da microbiora do petróleo 

degradadora de hidrocarbonetos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. (a) Cromatograma de corrente iônica total dos biomarcadores no tempo inical do ensaio, 

onde pode ser observado o ruído. (b) Cromatograma de corrente iônica total dos 
biomarcadores após 10 dias de incubação, mostrando o pico do hexadecano. O eixo y 
corresponde a abundância dos compostos presentes nas amostras e o eixo x 
corresponde ao tempo de retenção em minuto. 

 
Como os picos referentes ao biomarcador hexadecano interferiram negativamente 

na avaliação da degradação do óleo pela microbiota, novos enriquecimentos aeróbios 

foram realizados, porém sem a adição do hexadecano e do fenantreno. Para a 

confirmação de que seria possível avaliar a degradação do óleo não biodegradado do 

poço PTS02 na presença da microbiota obtida a partir do óleo biodegradado do poço 

SER17, foi realizada uma análise cromatográfica do tempo inical do ensaio (Figura 2), 

onde não foram detectados ruídos. 

(a) 

hexadecano 

(b) 
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Figura 2. Cromatograma de corrente iônica total dos biomarcadores no período inical do 
enriquecimento aeróbio sem a adição de hexadecano e fenantreno. O eixo y 
corresponde a abundância dos compostos presentes nas amostras e o eixo x 
corresponde ao tempo de retenção em minuto. 

 

Após 60 dias de incubação do enriquecimento, cerca de 10 a 70 ng/ µL de DNA foi 

obtido com o protocolo utilizado, sendo também observada a co-extração de RNA de boa 

qualidade (Figura 3). A quantificação do DNA obtido dos enriquecimentos revelada por 

PicoGreen (invitrogen), após a purificação e concentração, está detalhada na Tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1    2    3     4    5   6     7    8 

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose do DNA 
extraído das amostras dos cultivos enriquecidos 
aeróbios. Canaletas: (1) 4 µL do Marcador de 
peso molecular ladder 100 pb; (2) tempo de 
incubação 0 h; (3) após 5 dias; (4) 10 dias; (5) 15 
dias; (6) 20 dias; (7) 25 dias; (8) 30 dias.  
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Tabela 1. Concentração final de DNA obtido após a extração do DNA total das amostras de cultivo 
aeróbio.  

Descrição da amostra de DNA Concentração (ng/µL) DNA total (ng) 
Amostra de incubação 0 h 9,65 1929 
Amostra de incubação 5 dias 46,09 9218 
Amostra de incubação 10 dias 73,01 14602 
Amostra de incubação 15 dias 56,57 11314 
Amostra de incubação 20 dias 32,85 6570 
Amostra de incubação 25 dias 44,19 8839 
Amostra de incubação 30 dias 56,28 11257 

 

Devido à pouca quantidade de biomassa microbiana levada para o Canadá, 

resolvemos utilizar o RNA que foi co-extraído juntamente com o DNA (Figura 3). Foi 

separada uma alíquota das amostras e tratada com DNAse. Posteriormente, foi realizada 

uma reação de PCR com 35 ciclos e utilizando os primers universais U341 e U758 

(LAWRENCE et al., 2004) para o gene RNAr 16S, a fim de confirmar a total degradação 

do DNA. Após a confirmação da degradação do DNA observada pela falta do produto da 

reação de PCR, as amostras de RNA foram quantificadas utilizando o RiboGreen 

(invitrogen). Os valores obtidos estão detalhados na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Concentração final de RNA obtido após a extração do RNA total das amostras de cultivo 
aeróbio.  

Descrição da amostra de RNA  Concentração (ng/µL)  Total RNA (ng)  

Amostra de incubação 0 h  2,31 1154 
Amostra de incubação 5 dias  2,21 1107 
Amostra de incubação 10 dias  4,42 2212 
Amostra de incubação 15 dias  2,54 1271 
Amostra de incubação 20 dias  5,98 2988 
Amostra de incubação 25 dias  2,56 1282 
Amostra de incubação 30 dias  5,01 2506 

 

Após a confirmação da extração de DNA e RNA das amostras do enriquecimento 

e a confirmação da quantidade e qualidade dos mesmos, foi realizada o PCR em tempo 

real para os genes catabólicos alk e ARHD. Primeiramente, foram utilizados os primers 
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pares, permaneceu quase que inalterado, o que demonstra não ter havido nenhuma 

preferência da microbiota em degradar hidrocarbonetos pares ou impares (Tabela 3).  

 

Tabela 3 - Parâmetros de biodegradação para os ensaios no período inicial do enriquecimento, 
após 20 dias e 60 dias. 
 

 

 

 

Tempo Fitano/C18 IPC 

0 dia 0,45 1.04 

20 dias 1,47 1.02 

60 dias 3,49 1.02 
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Figura 9. (a) Cromatograma de corrente iônica total dos biomarcadores no tempo 0 h; (b) 
Cromatograma de corrente iônica total dos biomarcadores no tempo de 10 dias; (c) 
Cromatograma de corrente iônica total dos biomarcadores no tempo de 60 dias. P – 
Pristano e F - Fitano. 

 

a 

b 

c 

Tempo de retenção (min)

10 20 30 40 50 60 70

0

20

40

60

80

100

C
28

C
22

C
17

P

F

A
b
u
n
d
â
n
c
ia

 R
e
la

ti
v
a

Tempo de retenção (min)

10 20 30 40 50 60 70

0

20

40

60

80

100

F

C
28

C
22

C
14A

b
u
n
d
â
n
c
ia

 R
e
la

ti
v
a

C
17

Tempo de retenção (min)

10 20 30 40 50 60 70

0

20

40

60

80

100

C
28

C
22

F

P

A
b
u
n
d
â
n
c
ia

 R
e
la

ti
v
a



55 

 

Por outro lado, os metil-fenantrenos e os dimetil-fenantrenos foram encontrados na 

amostra de óleo PTS02, indicando que estes hidrocarbonetos aromáticos não foram 

degradados pela microbiota recuperada a partir do petróleo SER17 após 60 dias de 

incubação nos ensaios (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. (a) Cromatograma de corrente iônica total dos biomarcadores no tempo 0 h; (b) 
Cromatograma de corrente iônica total dos biomarcadores no tempo de 10 dias; (c) 
Cromatograma de corrente iônica total dos biomarcadores no tempo de 60 dias. MP – 
metil-fenantrenos (o número corresponde à posição do grupo metil) e DMP - dimetil-
fenantrenos. 

Dados de biodegradação do óleo indicam que os hidrocarbonetos do petróleo são 

degradados sequencialmente, onde os n-alcanos são os primeiros hidrocarbonetos a 
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serem degradados no processo de biodegradação, enquanto os aromáticos necessitam 

de um tempo maior (RÖLING et al., 2003). Como observado na Figura 10, os 

hidrocarbonetos aromáticos não foram biodegradados pela microbiota do reservatório, o 

que sugere que o tempo de incubação não foi suficiente para ocorrer a biodegradação 

desta classe de compostos, ou mesmo que pode ter havido falta de nutrientes adequados, 

os quais constituem um dos principais fatores que controlam o processo de 

biodegradação (HEAD et al., 2003).  

Nas reações de PCR em tempo real, foi utilizado o DNA e o cDNA das amostras 

de enriquecimento aeróbio. Esta etapa foi realizada na Embrapa sob a supervisão do 

Prof. Itamar Soares de Melo. Após várias tentativas de encontrar a concentração certa do 

DNA e cDNA a ser utilizada no PCR em tempo real, infelizmente não foi possível observar 

a amplificação dos genes catabólicos alk e ARHD nas amostras de enriquecimento. Um 

dos fatores que pode ter contribuído para este insucesso, foi a formação de dímeros de 

primers nas reações, observada na curva de Melt. Uma das causas para esta formação 

de dímeros pode ser a baixa concentração do DNA e cDNA proveniente da amostra, o 

que não possibilita o anelamento dos primers na sequência-alvo, ou a alta concentração 

dos primers utilizados (POWELL et al., 2006).  

O experimento de microarray utilizando o DNA extraído das células coletadas do 

enriquecimento aeróbio foi construído a partir de 140 produtos de PCR amplificados a 

partir de genes clonados relacionados com a degradação de alcanos (10 genes), de 

hidrocarbonetos aromáticos (90 genes), com o ciclo de nitrogênio (6 genes), com a 

transformação de metais pesados (7 genes), e com outros processos (27 genes) 

(YERGEAU et al., 2009). Esta atividade foi realizada no Instituto de Biotecnologia de 

Montreal (NRC Biotechnology Research Institute) sob a supervisão do Prof. Charles 

Greer. 
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Infelizmente, nenhuma das amostras de DNA do enriquecimento aeróbio utilizadas 

na técnica de microarray hibridizou com as sondas contidas no microarranjo. Esse 

resultado sugere que as sequências de DNA recuperadas dos poços de petróleo e 

envolvidas com a degradação de hidrocarbonetos sejam sequências novas, com baixa ou 

nenhuma similaridade com as sequências utilizadas para a construção do microarranjo. 

Face aos resultados obtidos, não foi realizada a avaliação da expressão dos genes 

através da hibridização do RNA com o microarranjo. 

 

2.4. CONCLUSÕES 

Os resultados deste estudo revelaram que a utilização do hexadecano neste 

trabalho, na tentativa de selecionar bactérias degradadoras de hidrocarbonetos lineares, 

não foi bem sucedida uma vez que o hexadecano interferiu negativamente na análise 

cromatográfica, impedindo a avaliação da degradação dos hidrocarbonetos no período de 

30 dias de incubação do enriquecimento. O mesmo problema não foi observado na 

análise cromatográfica do enriquecimento sem a utilização do hexadecano.  

Foi observada uma maior quantidade e expressão do gene ARHD envolvido na 

degradação dos hidrocarbonetos aromáticos em comparação ao gene alk envolvido na 

degradação de hidrocarbonetos lineares. Apesar da interferência negativa do hexadecano 

na leitura do cromatograma, devido à sua alta concentração no enriquecimento, os genes 

de degradação de hidrocarbonetos lineares não foram os mais expressos e sim os genes 

envolvidos na degradação dos hidrocarbonetos aromáticos, sugerindo uma preferência da 

comunidade microbiana à degradação inicial de hidrocarbonetos aromáticos ao invés dos 

lineares. 

A anállise de PCR em Tempo Real revelou alta expressão do gene envolvido na 

degradação dos compostos aromáticos na comunidade microbiana do poço GMR75 após 
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10 dias de incubação. No entanto, no caso da comunidade microbiana da amostra do 

poço SER17 não foi observada, através da análise cromatográfica, a degradação dos 

compostos aromáticos após 60 dias de incubação, demonstrando a diferença da 

preferência de degradação destas duas comunidades e a importância do estudo da 

comunidade de bactérias para entender melhor o seu papel na degradação do óleo em 

um dado reservatório de petróleo. 

A análise do microarranjo sugere que as sequências presentes no enriquecimento 

aeróbio utilizando amostra do poço de petróleo biodegradado GMR75 são sequências 

novas, devido ao fato das sequências obtidas no enriquecimento não terem hibridizado 

com nenhuma sonda contida no microarranjo. Este resultado demonstra a necessidade de 

estudos funcionais futuros sobre a biodegradação nos reservatórios de petróleo, a fim de 

melhor elucidar a ecologia microbiana e os mecanismos de degradação deste ambiente 

hostil. 
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CAPÍTULO 3 - Análise Integrada de Metagenômica e Metatranscriptômica de 

Enriquecimentos Aeróbios de um Reservatório de Petróleo no Nordeste do Brasil. 

Leandro C. L. Verde, Rubens T. D. Duarte, Bruna M. Dellagnezze, Etienne Yergeau, 

Charles W. Greer, Eugênio V. dos Santos Neto, Valéria M. de Oliveira. Submetido à 

revista PLoS ONE. 
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3.1. RESUMO  

O presente estudo utilizou uma abordagem integrada de metagenômica e 

metatranscriptômica para caracterizar a estrutura e função da comunidade bacteriana em 

enriquecimentos aeróbicos de óleo biodegradado de um reservatório de petróleo onshore 

na Bacia Potiguar (RN), no Nordeste do Brasil. DNA e cDNA foram obtidos a partir de 

enriquecimentos bacterianos e sequenciados utilizando a plataforma Ilumina. A análise 

taxonômica pelo MG-RAST mostrou dominância de Actinobacteria seguida pela 

Proteobacteria no conjunto de dados de DNA e um aumento no metabolismo de 

Actinobacteria no conjunto de dados de cDNA após 20 dias de incubação do 

enriquecimento. A anotação funcional baseada na via metabólica KEGG mostrou uma 

pequena divergência entre os conjuntos de dados de DNA e cDNA. As sequências mais 

abundantes e ativas foram relacionadas com as proteínas: Ligase Coenzima A de ácido 

graxo de cadeia longa, envolvida na degradação de compostos aromáticos; 

descarboxilase, envolvida com o ciclo de glioxilato; e o fator sigma da RNA polimerase, 

envolvido na regulação da resposta ao estresse oxidativo. Além disso, a anotação da 

expressão gênica com foco na degradação aromática revelou que o grupo que degrada o 

ácido n-fenilalcanoico foi o mais representado entre as sequências dos conjuntos de 

dados do DNA e cDNA. Este grupo inclui os genes que codificam o operon fadBA, que 

está envolvido com a via da β-oxidação responsável pela degradação dos ácidos graxos. 

Os resultados do presente trabalho fornecem informações significativas sobre a 

comunidade bacteriana degradora de hidrocarbonetos recuperadas de reservatórios de 

petróleo e demonstram o potencial da metagenômica e metatranscriptômica para a 

investigação detalhada da estrutura e funcionamento de comunidades microbianas em 

ambientes hostis.  



63 

 

3.2 INTRODUÇÃO 

A maioria dos recursos do petróleo da Terra está parcialmente biodegradado 

(RÖLING et al., 2003). Os mecanismos de degradação do óleo em reservatórios de 

petróleo, assim como os micro-organismos envolvidos, ainda são pouco compreendidos. 

O conhecimento dos micro-organismos presentes em reservatórios de petróleo, as suas 

propriedades fisiológicas e o potencial bioquímico para a degradação de hidrocarbonetos 

pode vir a beneficiar a exploração de petróleo. Estes vários micro-organismos são 

capazes de degradar hidrocarbonetos do petróleo, com o consequente aumento da 

densidade do óleo, teor de enxofre, acidez e viscosidade, interferindo com as operações 

de extração e refino, resultando em perdas econômicas significativas (MAGOT et al., 

2000). 

As informações sobre a composição da comunidade de bactérias e genes 

envolvidos no processo de biodegradação podem melhorar nossa compreensão das vias 

metabólicas microbianas de ocorrencia preferencial, assim como uma melhor aplicação 

dos micro-organismos específicos nos processos de biodegradação ou biorremediação. A 

combinação de ambas as abordagens dependente e independente de cultivo pode nos 

permitir alcançar uma visão mais abrangente sobre as interações e os papéis funcionais 

dos organismos presentes na comunidade. A combinação de técnicas de microbiologia 

clássica com metodologias moleculares independentes de cultivo já foi empregada em 

estudos prévios para investigar comunidades bacterianas em reservatórios de petróleo de 

alta temperatura (ORPHAN et al., 2000, 2003; SHESTAKOVA et al., 2011).  

Com a rápida expansão no campo da biologia molecular, métodos para avaliar o 

perfil da comunidade microbiana de degradadores de hidrocarbonetos têm sido 

extensivamente empregados, tais como as bibliotecas de genes RNAr 16S, DGGE 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length 
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Polymorphism), FISH (Fluorescent in Situ Hybridization), Multiplex e PCR em Tempo Real, 

microarray e SIP (Stable Isotope Probing) (BELLER et al., 2002; BALDWIN et al., 2003; 

BONCH-OSMOLOVSKAYA et al., 2003; SETTE et al., 2007; MALIK et al., 2008; BELL et 

al., 2011). 

Embora estes métodos ainda sejam úteis para a caracterização de comunidades 

menos diversas, eles falham ao refletir integralmente a real diversidade microbiana e 

associar diversidade taxonômica com o funcionamento do ecossistema quando amostras 

de alta complexidade estão sendo investigadas. Métodos de sequenciamento em larga 

escala, como as tecnologias de pirosequenciamento 454 e Illumina, têm sido aplicados 

como novos métodos promissores para investigar genes e níveis de expressão gênica da 

comunidade microbiana em diferentes ambientes. A metagenômica baseada no 

sequenciamento de DNA em larga escala tem sido aplicada com o intuito de caracterizar 

comunidades microbianas em solos contaminados com diesel (YERGEAU et al., 2012), 

águas residuárias de refinaria de petróleo (SILVA et al., 2013), água do mar (GILBERT et 

al., 2008), solo (URICH et al., 2008), intestino (QIN et al., 2010) e cavidade oral 

(LAZAREVIC et al., 2009) de humanos, reservatórios de petróleo (AN et al., 2013), 

detritos de tubulações de petróleo (JOSHI et al., 2014), entre outros. Contudo, somente 

alguns estudos de metatranscriptômica têm sido aplicados a comunidades microbianas 

em água marinhas (FRIAS-LOPEZ et al., 2008; SHI et al., 2011), solo (URICH et al., 

2008), lodos ativados (YU; ZHANG, 2012) e derramamento de óleo (MASON et al., 2012). 

No presente estudo, a estrutura da comunidade microbiana e os níveis de 

expressão gênica de enriquecimentos aeróbicos de petróleo biodegradado foram 

investigados utilizando uma abordagem integrada de metagenômica e 

metatranscriptômica. Os objetivos deste trabalho consistiram na caracterização 

filogenética e funcional da comunidade microbiana recuperada de um reservatório de 



65 

 

petróleo biodegradado, através de enriqucimentos aeróbios, na tentativa de identificar as 

vias metabólicas relevantes para o processo de biodegradação.  

 

3.3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.3.1 Amostragem 

As amostras de óleo (naturalmente misturado com água de formação) foram 

coletadas em julho de 2008 a partir de dois poços de produção, nomeados GMR75 e 

PTS1, em reservatórios onshore na Bacia Potiguar (Nordeste, Brasil), com apoio logístico 

do CENPES/Petrobras. As amostras foram enviadas para o laboratório CPQBA-DRM e 

armazenadas no escuro e em temperatura ambiente para análises posteriores. A amostra 

de petróleo GMR75 foi classificada como moderadamente biodegradada e produzida a 

partir de um reservatório com uma temperatura in situ de 42,2ºC, a uma profundidade de 

535,5 – 540,5 m. A amostra de petróleo PTS1 foi classificada como não biodegradada e 

recuperada a partir de um reservatório com temperatura in situ de 48,3ºC, a uma 

profundidade de 801 - 803 m.  

3.3.2 Enriquecimentos bacterianos aeróbios 

A amostra de petróleo bruto/ água de formação (10% do volume do meio, v/v) foi 

inoculada em 100 ml dos seguintes meios de cultura: caldo de tripticase de soja (TSB, 

Difco) e caldo marinho (MB, Difco); uma solução de vitaminas (2 mg de biotina, 2 mg de 

ácido fólico, 5 mg de hidrocloreto de tiamina; 5 mg de ácido nicotínico; 5 mg de 

pantotenato de cálcio, 10 mg de hidrocloreto de piridoxina, 0,1 mg de vitamina B12 e 5 mg 

de ácido lipóico, por litro de água destilada) foi adicionada a 0,1% (v/v) para estimular o 

crescimento microbiano. Os consórcios aeróbios foram incubados em frascos Erlenmeyer 

em agitador rotacional a 42°C e 120 rpm durante 5 dias. 
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Os pellets de cada enriquecimento microbiano foram coletados por centrifugação e 

inoculados em 2 L do respectivo meio de cultura, seguido de incubação a 42°C em 

agitador rotacional a 120 rpm. Após 10 dias de incubação, a biomassa foi recuperada por 

centrifugação (5.000 g, 18ºC, 10 min). O sobrenadante foi descartado e o pellet de ambos 

os enriquecimentos microbianos (TSB e MB) foram reunidos e transferidos para frascos 

Erlenmeyer (125 ml) contendo 40 ml do meio Bushnell Haas (BHM, Difco), adicionado de 

0,1% (v/v) solução de vitamina e 30 mg de óleo não-biodegradado (PST01) da bacia 

Potiguar (Nordeste, Brasil). O experimento foi realizado em triplicata e monitorado durante 

20 dias. Os frascos foram sacrificados a cada 10 dias para a recuperação da biomassa e 

extração de ácidos nucléicos. 

 

3.3.3 Extração de Ácidos nucléicos e Síntese de cDNA 

Para cada amostra de enriquecimento, 30 ml foram centrifugados durante 10 min a 

4.000 g a 4 ºC. Os pellets foram coletados e divididos para extração de DNA e RNA 

utilizando o Kit Wizard Genomic DNA purification (Promega, EUA) e o Kit Purelink Micro-

To-Midi Total RNA Purification System (Invitrogen, EUA), respectivamente. A 

concentração e a pureza do DNA e RNA foram determinadas por microespectrofotometria 

(NanoDrop -1000, Thermo Scientific, Willmington, DE, EUA).  

 

3.3.4 Construção e sequenciamento de bibliotecas de DNA e cDNA  

O sequenciamento do DNA foi realizado por um laboratório multi- usuário localizado 

em Piracicaba (São Paulo, Brasil), utilizando a plataforma Illumina MiSeq (Illumina Inc., 

San Diego, CA, EUA). No caso do cDNA, o sequenciamento foi realizado utilizando uma 

lane do sequenciador Illumina HiSeq 1000 (Illumina Inc., San Diego, CA, EUA), seguindo 

as instruções do fabricante. Resumidamente, o DNA foi preparado utilizando o kit Nextera 
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DNA Sample prep. (Illumina), enquanto o TruSeq RNA Sample prep kit v2 (Illumina) foi 

utilizado para preparar as bibliotecas de mRNA. Os fragmentos de DNA e cDNA foram 

processados por reparação final, A- tailing, ligação dos adaptadores, amplificação por 

PCR e purificação dos produtos de acordo com as instruções do fabricante, resultando em 

bibliotecas com fragmento de DNA e de cDNA de tamanho ~ 200 bp para subsequente 

sequenciamento. O programa baseado no CASAVA (versão 1.8.2) foi utilizado para 

converter as imagens de fluorescência cruas (arquivos bcl) em arquivos de sequências 

nomeadas (fastq).  

 

3.3.5 Análises de bioinformática 

Análise de informação de domínio taxonômico combinado 

Inicialmente, sequências de leitura aleatórias do Illumina foram analisadas no 

Mothur v1.31.2 (SCHLOSS et al., 2009) e convertidas em contigs com base no 

pareamento dos primers direto-reverso e na qualidade de nucleotídeos (sequências com > 

50% de baixa qualidade e/ou score Phred < 20 foram descartadas). Os contigs foram a 

seguir analisados no Mothur para remover sequências com homopolímeros ou 

sequências curtas. Para dados metagenômicos, contigs de alta qualidade foram 

montados utilizando uma combinação de VelvetH (para construir um histograma de k-

mer), VelvetG (para construir o gráfico Bruijin) e o MetaVelvet (para gerar sequências 

scaffold em formato fasta) (NAMIKI et al., 2012). Dados metatranscriptômicos foram 

montados utilizando IDBA-Tran v.1.0.13 (PENG et al., 2013). A anotação de ambos os 

dados metagenômico e metatranscriptômico foi realizada utilizando o servidor MG-RAST 

(Meta Genome Rapid Annotation using Subsystem Technology, v3.1) 

(http://metagenomics.nmpdr.org ). Este pipeline fornece vários métodos para as 

reconstruções filogenéticas e metabólicas, análise de similaridade de proteínas, 
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classificação e anotação funcional de proteínas (MEYER et al., 2008). A análise de 

similaridade de proteínas foi realizada utilizando BLAST contra o banco de dados M5NR 

de proteína (http://metagenomics.nmpdr.org), que integra vários bancos de dados de 

sequência em um banco de dados único e pesquisável. No presente estudo, o conjunto 

de dados de DNA (MG-RAST ID: 4543129.3 e 4543130.3) e o conjunto de dados de RNA 

(MG-RAST ID: 4543721.3 e 4543722.3) foram utilizados para as análises. 

 

3.3.6 Classificação da expressão gênica global  

Para obter informações de todas as vias metabólicas, a expressão gênica global foi 

anotada com o Subsistemas SEED no MG-RAST com o conjunto de dados total do DNA e 

do cDNA em um valor corte de e-valor < 1e-10 (PFISTER et al., 2010).  

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.4.1 Perfil filogenético do metagenoma e metatranscriptoma 

Neste estudo, duas amostras de enriquecimento (P1 - após 10 dias e P2 - após 20 

dias) foram sequenciadas para investigar o perfil metagenômico e metatranscriptômico da 

comunidade bacteriana. Um total de 18.984 e 17.017 sequências (reads) do conjunto de 

dados metagenômico e 23.359 e 69.947 reads do conjunto de dados metatranscriptômico 

das amostras P1 e P2, respectivamente, foi obtido pelo controle de qualidade do MG-

RAST.  

A análise do metagenoma baseada em todas as bases de dados de anotação 

disponíveis no MG-RAST revelou que o domínio Bacteria foi dominante em ambas as 

amostras P1 e P2, representando 99,21% e 99,32% das sequências, respectivamente. 

Eukarya representou 0,16% e 0,14%, Archaea 0,04% e 0,06%, vírus 0,43% e 0,53% e 
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outras sequências 0,06% e 0,05% da abundância do DNA total em P1 e P2, 

respectivamente. 

Para um melhor entendimento dos níveis de atividade das diferentes populações 

na comunidade microbiana do enriquecimento após 10 e 20 dias, a afiliação taxonômica 

das sequências de cDNA foi analisada utilizando o banco de dados do MG-RAST. Os 

resultados das análises metatranscriptômicas mostraram que, como esperado, Bacteria 

também foi o domínio dominante em ambos os conjuntos de dados de P1 e P2, 

correspondendo a 82,58% e 98,27%, respectivamente. Eukarya representaram 17,16% e 

1,61%, Archaea 0,10% e 0,05%, vírus 0,03% e 0,05% e outras sequências 0,13% e 

0,02% da abundância total de cDNA em P1 e P2, respectivamente. 

No conjunto de dados do metagenoma, os filos bacterianos mais abundantes 

foram Actinobacteria e Proteobacteria, os quais representaram cerca de 85% e 14%, 

respectivamente, dos reads de DNA que codificam proteínas tanto em P1 quanto em P2 

(Figura 1). Miqueletto e colaboradores (2011) estudaram a comunidade bacteriana de 

uma amostra de solo da bacia petrolífera Potiguar e observaram que, similarmente aos 

resultados encontrados neste trabalho, o filo Actinobacteria foi mais abundante do que o 

filo Proteobacteria. A habilidade de se adaptar a substratos recalcitrantes tem sido 

sugerida para explicar a significativa ocorrência de Actinobactérias em algumas amostras 

ambientais (FIERER et al., 2007).  

O filo Actinobacteria possui uma ampla distribuição em diferentes reservatórios de 

petróleo ao redor do mundo e tem sido descrito como degradadores de hidrocarbonetos 

(SALINAS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2013).  

 



70 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Classificação filogenética dos reads obtidos do sequenciamento do metagenoma e 
metatranscriptoma. Resultados para filos obtidos pela plataforma MG-RAST. 

 

Proteobacteria foi o segundo filo mais abundante na comunidade bacteriana de 

ambas as amostras, especialmente a classe Betaproteobacteria, a qual representou 9,7% 

dos reads em P1 e P2. Muitos representantes do filo Proteobacteria podem crescer em 

compostos aromáticos ou metano (COLEMAN et al., 2006) e têm sido descritos como 

degradadores de hidrocarbonetos em diferentes reservatórios de petróleo (KORENBLUM 

et al., 2012; SETTE et al., 2007).  

No conjunto de dados de metatranscriptoma, o filo Proteobacteria foi o mais ativo 

após 10 dias de enriquecimento do petróleo (P1), representando 90,25% dos reads de 

cDNA que codificam proteínas. O filo Actinobacteria foi o segundo mais predominante, o 

qual representou somente 3,65% dos reads de cDNA que codificam proteínas. Após 20 

dias de enriquecimento do petróleo (P2), houve uma inversão no perfil da comunidade 

bacteriana e o filo Actinobacteria tornou-se o mais ativo, com 72,43% dos reads de cDNA 

que codificam proteínas, e o filo Proteobacteria passou a representar apenas 25,19% das 

sequências. 
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Apesar da alta abundância do filo Actinobacteria comparado com Proteobacteria, o 

último mostrou maior diversidade, abrangendo um número muito maior de gêneros em 

ambos os conjuntos de dados metagenômico e metatranscriptômico (Figura 2). 

Entretanto, o gênero mais abundante foi Streptomyces, representando 50,7% e 62,06% 

dos reads de DNA que codificam proteínas em P1 e P2, respectivamente. Relatos 

anteriores têm descrito Streptomyces spp. como eficientes degradadores de n-

hexadecano, benzaldeído, catecol, ácido fenilacético e ácido protocatecuico (DA ROSA et 

al., 2013; RADWAN et al., 1998; BALACHANDRAN et al., 2012). 

No conjunto de dados de metatranscriptômica, após 10 dias de enriquecimento, o 

gênero Streptomyces demonstrou uma baixa atividade metabólica, com apenas 0,84% 

dos reads de cDNA que codificam proteínas. Contudo, após 20 dias, os reads de cDNA 

que codificam proteínas relacionados a este gênero aumentaram para 51,42%, indicando 

a alta atividade metabólica deste grupo no enriquecimento sendo propavelmente os 

organismos chave no processo de biodegradação do petróleo após 20 dias de 

enriquecimento. 

Os gêneros com maior atividade no conjunto de dados de metatranscriptoma após 

10 dias de enriquecimento foram Azoarcus, Thauera e Aromatoleum (classe 

Betaproteobacteria), representando 13,52%, 12,33%, e 11,04% dos reads de cDNA que 

codificam proteínas, respectivamente (Figura 2). Estes gêneros têm sido relatados como 

metabolicamente muito versáteis com relação à utilização de hidrocarbonetos aromáticos 

como a única fonte de carbono e energia (SILVA et al., 2012; WIDDEL; RABUS, 2001; 

FOGHT, 2008; TRAUTWEIN et al., 2008; KASAI et al., 2006). Após 20 dias de 

enriquecimento (P2), os reads de cDNA que codificam proteínas dos gêneros Thauera, 

Azoarcus e Aromatoleum diminuiram para 3,5%, 3% e 2,7%, respectivamente. Estes 

resultados sugerem que estas Betaproteobactérias são responsáveis pela degradação 
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dos hidrocarbonetos aromáticos e que estes compostos são degradados nos primeiros 

dias do enriquecimento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 2. Abundância dos 20 gêneros mais dominantes encontrados nos conjuntos de dados de 
metagenoma (a, após 10 dias, e b, após 20 dias de incubação) e metatranscriptoma (c, após 10 
dias, e d, após 20 dias de incubação) usando MG-RAST. 

 

Os conjuntos de dados de metagenoma e metatranscriptoma mostraram a 

presença e atividade de alguns gêneros degradadores de hidrocarbonetos, como 

Mycobacterium, Acinetobacter, Burkholderia, Pseudomonas, Rhodococcus, Geobacillus e 

Alcanivorax. Estes gêneros possuem a versatilidade de atuar em hidrocarbonetos alcanos 

e aromáticos, especialmente em compostos de alto peso molecular (VILA; GRIFOLL, 

2009; VAN BEILEN et al, 2003; 2004; SMITS et al., 2002; TUROVA et al., 2008).  

Trabalhos publicados por nosso grupo de pesquisa relataram a caracterização da 

diversidade filogenética e funcional da comunidade microbiana presente na mesma 
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amostra de petróleo usada neste trabalho, originada do reservatório de petróleo terrestre 

(GMR75) da Bacia Potiguar, utilizando bibliotecas do gene RNAr16S e de genes 

catabólicos de degradação aeróbia e anaeróbia (SILVA et al., 2013; VASCONCELLOS et 

al., 2010; VERDE et al., 2013). Os autores demonstraram a dominância dos filos 

Proteobacteria e Actinobacteria e, em alguns casos,  a presença e relevância dos gêneros 

Thauera e Streptomyces na comunidade microbiana da amostra de petróleo GMR75. No 

presente trabalho, o gênero mais abundante em ambos os enriquecimentos bacterianos 

P1 e P2 foi Streptomyces. Estas bactérias foram encontradas somente no trabalho de 

Silva e colegas (2013), baseado em bibliotecas de genes RNAr 16S obtidas diretamente a 

partir das amostras de petróleo, sugerindo que este táxon foi favorecido pelas condições 

do enriquecimento, provavelmente devido à sua habilidade em degradar hidrocarbonetos, 

permitindo-os utilizar eficientemente o petróleo como fonte de carbono e energia. 

3.4.2 Análise funcional do metagenoma e metatranscriptoma 

Para um melhor entendimento dos processos metabólicos utilizados pela 

comunidade de bactérias no enriquecimento aeróbio após 10 dias (P1) e 20 dias (P2) de 

incubação, as sequências funcionais das amostras de metagenoma e metatranscriptoma 

foram analisadas. As sequências foram funcionalmente anotadas com a plataforma MG-

RAST usando o banco de dados do Subsistema SEED, com o e-Value máximo de 1e-10, 

identidade mínima de 60% e comprimento mínimo de alinhamento de 15 medido em 

aminoácidos para proteína. A análise funcional permitiu a classificação de 86,3% e 84,5% 

de sequências do metagenoma e 52,6% e 69,3% de sequências do metatranscriptoma 

em P1 e P2, respectivamente. O perfil metabólico básico da comunidade bacteriana do 

enriquecimento mostrou 27 categorias (Figura 3). A maioria das funções foi relacionada 

ao metabolismo de carboidratos, diversas funções, cofatores, aminoácidos e derivados e 
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metabolismo de proteínas, sugerindo os papéis dominantes destas categorias no 

funcionamento do sistema.  

Para permitir uma visão mais profunda da composição e atividade da comunidade 

bacteriana recuperada do reservatório de petróleo, os genes com maior número de 

sequências no metagenoma e metatranscriptoma de P1 e P2 são descritos em detalhes 

nos itens subsequentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Perfil metabólico baseado nas análises automatizadas do subsistema SEED no MG-
RAST. O numero total de reads de DNA e cDNA foram atribuídos a categorias metabólicas 
básicas. 

 

Ligase Coenzima A de ácido graxo de cadeia longa (EC 6.2.1.3) 

Dentre todas as sequências gênicas encontradas no metagenoma e 

metatranscriptoma, as que codificam a proteína ligase CoA de ácido graxo de cadeia 

longa foi a mais abundante no período de incubação de 10 dias. Estas sequências foram 

classificadas nas categorias funcionais relacionadas com a biossíntese de biotina, 

regulação da degradação de ácidos graxos, metabolismo dos ácidos graxos e degradação 
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do ácido n-Fenilalcanoico. Os gêneros relacionados com estas sequências no P1 do 

metagenoma foi Mycobacterium, com 59,5% do total de reads, e do metatranscriptoma foi 

Azoarcus, o qual foi representado por 40,8% do total de reads, enquanto no P2 as 

sequências foram relacionadas ao gênero Streptomyces, com 66,7% dos reads do 

metagenoma e 42,4% dos reads do metatranscriptoma. Esta proteína tem um papel em 

vários processos metabólicos e regulatórios catalizando a formação de acil-CoA através 

do processo que requer ácido graxos, ATP e coenzima A como substratos (Faergeman  et 

a., 1997). Devido à importância desta proteína, Dong e colaboradores (2012) 

caracterizaram dois genes que codificam esta proteína na bactéria degradadora de 

petróleo Geobacillus thermodenitrificans NG80-2, um bacilo termofílico isolado a partir de 

um reservatório profundo de petróleo na China. Os autores inocularam a bactéria em 

sacarose e no petróleo como fonte de energia e posteriormente observaram a expressão 

do RNAm por PCR em tempo real. Os resultados demonstraram que na presença do 

petróleo esse gene foi mais expresso, que na presença da sacarose, sugerindo a 

importância do mesmo no processo de degradação do petróleo. Yao e colaboradores 

(2013) observaram a presença deste gene no genoma de Geobacillus thermodenitrificans 

NG80-2 e a ausência do mesmo no genoma da bactéria Geobacillus thermodenitrificans 

DSM465, a qual é incapaz de degradar alcanos. Estes resultados estão de acordo com os 

dados encontrados neste trabalho, uma vez que este gene foi o mais abundante e o mais 

expresso na comunidade bacteriana obtida após 10 dias de enriquecimento. Em adição, 

os resultados sugerem que a ligase CoA de ácido graxo de cadeia longa pode estar 

envolvida no passo inicial da degradação de petróleo. 
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Descarboxilase 

Entre todas as sequências de genes encontradas nos conjuntos de dados do 

metagenoma e metatranscriptoma, o gene que codifica a enzima descarboxilase, 

envolvida na via para a regeneração do glioxilato para a assimilação de compostos C1 e 

C2, foi o mais abundante em 20 dias de enriquecimento. Nesta via alternativa, ocorre a 

desidratação de β-hidroxibutiril-CoA e a redução para butiril-CoA, o qual sofre 

carboxilação para etilmalonil-CoA. Subsequentemente, uma complexa série de 

descarboxilação, rearranjo e reações de carboxilação leva à formação de succinato 

(ENSIGN, 2006; KOROTKOVA et al., 2005). Neste estudo, encontramos sequências 

relacionadas à descarboxilase envolvida na conversão de etilmalonil-CoA para Isobutiril-

CoA. 

Ensign (2006) estudou esta via alternativa de assimilação de acetato e destacou a 

diversidade metabólica de bactérias que podem digerir compostos C2 e a importância de 

compreender o metabolismo microbiano de metabólitos centrais. Feng e colaboradores 

(2007) descreveram a sequência do genoma completo de Geobacillus thermodenitrificans 

NG80-2 e seu proteoma parcial. Características metabólicas gerais e específicas foram 

descritas para esta bactéria, e os mecanismos de adaptação em reservatórios de petróleo 

foram discutidos. Os autores encontraram que proteínas envolvidas em uma via 

alternativa de glioxilato, que permite o crescimento em acetato como única fonte de 

carbono, foram expressas na linhagem NG80-2. Estes resultados sugeriram que esta 

bactéria possui vias metabólicas versáteis para a sua sobrevivência sob várias condições 

ambientais. Em reservatórios de petróleo, ácidos orgânicos, com o acetato sendo o mais 

abundante, são comumente detectados e tidos como importantes para a sobrevivência 

bacteriana (BRATH, 1991). Nossos resultados sugerem que a comunidade bacteriana 

utilizou esta via alternativa de assimilação do acetato após 20 dias de enriquecimento. 
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Os reads relacionados à descarboxilase encontrados em ambos os tempos de 

amostragem foram principalmente afiliados ao gênero Streptomyces. Estes representaram 

42,4% e 57,41% dos reads do metagenoma e 52,3% e 51,4% dos reads do 

metatranscriptoma, para P1 e P2, respectivamente. Este gênero já foi descrito utilizando 

esta via alternativa do ciclo do glioxilato (HAN; REYNOLDS, 1997). Após 10 dias de 

enriquecimento as sequências metagenômicas relacionadas a esta proteína foram o 

segundo grupo mais abundante entre todas as sequências. No entanto, este gene não 

estava entre os mais expressos no metatranscriptoma de P1.  

 

Fator sigma da RNA polimerase  

Em todo o período do enriquecimento, sequências com similaridade a genes que 

codificam o fator σ da RNA polimerase estavam entre as sequências mais abundantes e 

expressas no metagenoma e metatranscriptoma. Estas sequências foram classificadas na 

categoria funcional de regulação de resposta ao estresse oxidativo. A proteína RNA 

polimerase está envolvida no processo de transcrição e o fator σ é uma subunidade 

destacável da RNA polimerase responsável pelo reconhecimento de sequências 

promotoras no DNA e pela regulação da expressão gênica em bactérias (BUSCHE et al., 

2012). As sequências similares ao fator σ da RNA polimerase foram principalmente 

afiliadas ao gênero Streptomyces no metagenoma de P1 e P2 e no metatranscriptoma de 

P2, já no metatranscriptoma de P1, os reads foram afiliados ao gênero Azoarcus. Estes 

resultados sugerem que nos períodos de 10 e 20 dias de incubação os membros da 

comunidade envolvidos com a degradação do petróleo, Streptomyces e Azoarcus, 

estavam majoritariamente envolvidos com a síntese de proteínas responsáveis pela 

regulação do estresse oxidativo.  
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3.4.2.1 Metabolismo de compostos aromáticos 

A categoria do metabolismo de compostos aromáticos é dividida em várias 

subcategorias. Foi observado que o nível 2 do subsistema SEED, teve a maior 

abundância de sequências nas vias periféricas para o catabolismo de compostos 

aromáticos, representando 52,8% e 41,2% dos reads no metagenoma e 49,7% e 46,2% 

dos reads no metatranscriptoma de P1 e P2, respectivamente, para esta categoria. No 

nível 3 do subsistema SEED estão importantes vias relacionadas à degradação de 

compostos aromáticos, tais como a degradação do bifenilo, degradação do benzoato, 

degradação do naftaleno e antraceno, degradação do ácido n-Fenilalcanoico e outros. 

Dentro deste nível, as sequências com maior abundância e atividade foram relacionadas 

à degradação do ácido n-Fenilalcanoico (Figura 4) e incluem enoil-CoA hidratase (EC 

4.2.1.17), 3-OH-acil-CoA desidrogenase (EC 1.1.1.35), cis-trans-D3-D2-enoil-CoA 

isomerase (EC 5.3.3.8), 3-OH-butiril-CoA epimerase (EC 5.1.2.3) e 3-cetoacil-CoA tiolase 

(EC 2.3.1.16). Estas proteínas são codificadas pelo operon fadBA relacionado à via da β-

oxidação, responsável pela degradação de ácidos graxos, e sua indução ocorre pelo 

crescimento em meios contendo ácidos graxos de cadeia longa como fonte de carbono e 

energia (PAWAR; SCHULZ, 1981; ISHIKAWA et al., 1981; DIRUSSO, 1990).  
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baixo nível de expressão gênica (Tabela 1). Dentre as sequências relacionadas com os 

genes que codificam dioxigenases foram encontradas uma dioxigenase envolvida na 

degradação aeróbia de fenol, tolueno, xileno e cresol utilizando a via meta (MERIMAA et 

al., 2006) e uma dioxigenase envolvida na via de degradação do bifenil, catalisando a 

clivagem do primeiro anel pela incorporação de dois átomos de oxigênio ao anel catecol 

(HATTA et al., 2003).  

Lu e colaboradores (2011) encontraram que genes envolvidos na degradação de 

compostos aromáticos foram mais abundantes do que aqueles envolvidos na degradação 

de alcanos em amostras de pluma de óleo, o que pode ser importante para determinar os 

efeitos em longo prazo do derramamento de óleo nos ecossistemas marinhos. 

Apesar do baixo número de sequências relacionadas aos genes envolvidos na 

degradação de compostos aromáticos, tais como degradação do bifenil, catabolismo e 

degradação de benzoato, degradação de naftaleno e degradação do clorobenzeno, um 

leve aumento na expressão de tais genes ocorreu após 20 dias de enriquecimento (Figura 

4). Estes resultados sugerem que as bactérias que possuem genes de dioxigenase 

envolvidos na degradação de hidrocarbonetos aromáticos foram pouco enriquecidas sob 

as condições utilizadas. Além disso, os dados podem indicar também que o período de 

incubação não foi suficiente para a comunidade bacteriana iniciar ativamente o processo 

de degradação dos aromáticos, e, desta forma, níveis significativos de expressão de 

dioxigenases não foram observados. 
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Tabela 1. Anotação das sequências protéicas relacionadas a genes de dioxigenases envolvidas na 
degradação de compostos aromáticos a partir dos conjuntos de dados metagenômico e 
metatranscriptômico.  

Nome  Organismo Hospedeiro  Proteína mais similar Identidade AA 
(%)  Grupo 

P1 - DNA (11120) Mycobacterium tuberculosis 
CPHL_A 

Lignostilbene-alpha,beta-
dioxygenase  311/311 (100%) Actinobacteria 

P1 - DNA (12808) Mycobacterium tuberculosis 210 
Phenylpropionate 
dioxygenase, large terminal 
subunit 

114/114 (100%) Actinobacteria 

P1 - DNA (13826) Mycobacterium tuberculosis T17 
Unclassified. 

Lignostilbene-alpha,beta-
dioxygenase  305/307 (99%) Actinobacteria 

P1 - DNA (14471) Mycobacterium tuberculosis 
H37Ra 

biphenyl-2,3-diol 1,2-
dioxygenase bphC 300/300 (100%) Actinobacteria 

P1 - DNA (18816) Kribbella flavida DSM 17836 4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 160/177 (90%) Actinobacteria 

P1 - DNA (4689) Streptomyces coelicolor Oxidoreductase 72/76 (95%) Actinobacteria 

P1 - DNA (7865) Streptomyces coelicolor A3(2) protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit beta 172/173 (99%) Actinobacteria 

P1 - DNA (7866) Streptomyces coelicolor A3(2) 
Unclassified. 

protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit alpha 60/66 (91%) Actinobacteria 

P1 - DNA (3205) Streptomyces avermitilis MA-
4680 Unclassified. catechol 2,3-dioxygenase 253/314 (81%) Actinobacteria 

P2 - DNA (12482) Streptomyces coelicolor A3(2) protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit beta 22/23 (96%) Actinobacteria 

P2 - DNA (13247) Kribbella flavida DSM 17836 4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 78/93 (84%) Actinobacteria 

P2 - DNA (3188) Chromobacterium violaceum 
ATCC 12472 Unclassified. 

4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 67/87 (77%) Betaproteobacteria 

P2 - DNA (4241) Streptomyces coelicolor 
4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 330/336 (98%) Actinobacteria 

P2 - DNA (7878) Saccharomonospora viridis DSM 
43017 

4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 57/58 (98%) Actinobacteria 

P2 - DNA (11735) Streptomyces avermitilis MA-
4680 Unclassified. catechol 2,3-dioxygenase 55/70 (79%) Actinobacteria 

P2 - DNA (12483) Streptomyces coelicolor A3(2) 
Unclassified. 

protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit alpha 43/50 (86%) Actinobacteria 

P2 - DNA (14931) Streptomyces coelicolor Oxidoreductase 79/89 (89%) Actinobacteria 

P1 - cDNA (1526) Saccharomonospora viridis DSM 
43017 

4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 47/48 (98%) Actinobacteria 

P1 - cDNA (4072) Saccharomonospora viridis DSM 
43017 

4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 52/53 (98%) Actinobacteria 

P2 - cDNA (1536) Streptomyces coelicolor A3(2) protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit beta 246/253 (97%) Actinobacteria 

P2 - cDNA (5956) Streptomyces coelicolor A3(2) 
Unclassified. 

protocatechuate 3,4-
dioxygenase subunit alpha 184/201 (92%) Actinobacteria 

P2 - cDNA (2958) Chromobacterium violaceum 
ATCC 12472 Unclassified. 

4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 69/88 (78%) Betaproteobacteria 

P2 - cDNA (12531) Streptomyces coelicolor 
4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 329/335 (98%) Actinobacteria 

P2 - cDNA (2789) Kribbella flavida DSM 17836 4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 306/351 (87%) Betaproteobacteria 

P2 - cDNA (6549) Streptomyces coelicolor Oxidoreductase 292/310 (94%) Actinobacteria 

P2 - cDNA (11807) Streptomyces avermitilis MA-
4680 Unclassified. catechol 2,3-dioxygenase 68/77 (88%) Actinobacteria 
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3.5. CONCLUSÕES  

Os resultados deste estudo revelaram a dominância de Actinobacteria e a alta 

diversidade de Proteobacteria na microbiota recuperada após 20 dias de enriquecimento 

microbiano, confirmando a eficiência do método de enriquecimento em selecionar 

bactérias potencialmente envolvidas no processo de biodegradação de hidrocarbonetos. 

As sequências com maior abundância e níveis de expressão foram relacionadas aos 

genes envolvidos na assimilação de compostos C1 e C2 utilizando uma via alternativa, na 

regulação de estresse oxidativo e no metabolismo de compostos aromáticos, sugerindo 

uma adaptação da comunidade microbiana às condições do enriquecimento e um 

processo inicial de biodegradação de compostos de hidrocarbonetos. Contudo, genes 

mais especificamente relacionados ao passo inicial de oxidação de hidrocarbonetos não 

foram encontrados em nível de DNA. Estes dados sugerem que a microbiota enriquecida 

após 20 dias utilizou como fonte primária de carbono e energia outros compostos 

presentes no petróleo, possivelmente resultantes de um processo de degradação anterior. 

É provavel que o período de incubação utilizado no presente estudo não tenha sido 

suficientemente longo para permitir a ocorrência de degradação de hidrocarbonetos, 

embora bactérias conhecidas por serem eficientes degradadoras tenham dominado o 

enriquecimento. Os resultados do presente trabalho demonstram o potencial da 

abordagem integrada de metagenoma e metatranscriptoma para explorar a diversidade 

microbiana em ambientes hostis tal como reservatório de petróleo na busca de um melhor 

entendimento do papel dos micro-organismos no processo de biodegradação. 
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5. DISCUSSÃO GERAL  

Um dos grandes problemas enfrentados nas indústrias de petróleo é o processo 

de biodegradação do óleo, levando à diminuição do seu valor de mercado devido à baixa 

quantidade de hidrocarbonetos saturados, além do aumento da densidade, acidez, metais 

pesados e quantidade de enxofre, gerando uma redução da velocidade de vazão e 

comprometendo as operações do refino (WHITE et al., 2003). Devido a esses problemas, 

a indústria de petróleo nacional (Petrobras) passou a investir em pesquisas sobre 

biodegradação, na tentativa de compreender melhor esse processo e minimizar os 

problemas causados. 

Devido ao fato do petróleo ser uma mistura complexa de compostos orgânicos e 

dos ambientes dos reservatórios possuírem características físico-químicas distintas, o 

estudo da diversidade microbiana dos reservatórios de petróleo torna-se extremamente 

importante para entender a suscetibilidade do reservatório ao processo de biodegradação. 

Uma grande parte dos micro-organismos presentes nos reservatórios de petróleo não é 

capaz de ser cultivada utilizando técnicas tradicionais de microbiologia, havendo a 

necessidade da utilização de técnicas moleculares independente de cultivo para 

caracterizar de maneira mais precisa a comunidade microbiana (VOORDOUW et al. 1996; 

SETTE et al. 2007; AN et al. 2013). Embora o número de espécies de micro-organismos 

encontrados nos reservatórios de petróleo venha aumentando, o nosso conhecimento 

sobre o papel desenvolvido por essa comunidade no processo de biodegradação ainda é 

escasso.  

No presente estudo, foi utilizada uma abordagem de caráter polifásico, visando 

investigar a diversidade de genes catabólicos da microbiota presente em amostras de 

petróleo de reservatórios brasileiros biodegradado e não biodegradado utilizando métodos 

para como caracterizar a comunidade microbiana aplicando métodos baseados em 
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enriquecimento e independentes de cultivo de maneira a contribuir para a elucidação das 

vias gênicas envolvidas nos processos de biodegradação em ambientes de reservatório. 

Primeiramente, neste trabalho foram analisados os dados da diversidade de genes 

catabólicos da comunidade microbiana envolvidos em processos aeróbios e anaeróbios 

de degradação dos reservatórios de petróleo, os quais revelaram uma diferença na 

distribuição de genes catabólicos entre os poços de petróleo biodegradado e não 

biodegradado. No poço de petróleo biodegradado ocorreu uma maior diversidade das 

sequências do gene de degradação aeróbia alcano monoxigenase (alk) e do gene de 

degradação anaeróbia 6-oxocyclohex-1-ene-1-carbonyl-CoA hydrolase (bamA), e o gene 

aeróbio dioxigenase (ARHD) foi mais diverso no poço não biodegradado. Em todas as 

bibliotecas dos genes catabólcios, o filo Proteobacteria foi o grupo dominante. O filo 

Proteobacteria possui uma grande diversidade de bactérias degradadoras de 

hidrocarbonetos pertencentes às Classes Alfa, Beta, e Gamaproteobacteria (VAN BEILEN 

et al., 2003 e VAN BEILEN; FUNHOFF, 2007).  

Nas bibliotecas do gene catabólico alk foram encontradas sequências afiliadas aos 

gêneros Geobacillus, Acinetobacter e Streptomyces. Estes gêneros são conhecidos por 

possuírem a capacidade de degradar hidrocarbonetos (TUROVA et al., 2006; BARBE et 

al., 2004; VAN BEILEN et al., 2003). Resultados similares quanto à diversidade bacteriana 

também foram observados por Silva et al. (2013) em estudo da comunidade microbiana 

utilizando bibliotecas de genes 16S rRNA das mesmas amostras de petróleo utilizadas no 

presente trabalho. Os autores demonstraram a presença dos mesmos gêneros 

encontrados neste trabalho, com algumas divergências.  

No trabalho reportado por Silva e colaboradores (2013), o gênero Geobacillus foi 

encontrado somente no poço de petróleo não biodegradado (PTS1) e em alta abundância, 

contrariamente ao resultado observado no presente trabalho, com a presença deste 
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gênero somente no poço de petróleo biodegradado e em baixa abundância. De acordo 

com a literatura, este gênero é comumente isolado de reservatórios de petróleo de altas 

temperaturas e possui potencial para degradar o óleo (ONSTOTT et al., 1998; KATO et 

al., 2009). Neste sentido, fatores abióticos limitantes do processo de biodegradação, 

como temperatura, quantidade de nutrientes, pressão e metais pesados (MAGOT et al., 

2005; ALMEIDA et al., 2012) poderiam explicar os resultados observados para os óleos 

da Bacia Potiguar, ou seja, a alta abundancia de Geobacillus associada à não degradação 

do óleo.  

Quando a abordagem de metagenômica e metatranscriptômica foi empregada, o 

gênero Geobacillus foi encontrado em baixa abundancia e atividade, além disso, não foi 

encontrada nenhuma sequência que codifique genes de alcano monoxigenase 

relacionadas a este gênero, indicando que o enriquecimento não foi eficiente para o 

desenvolvimento destas bactérias envolvidas no processo de degradação de 

hidrocarbonetos. 

Outro gênero encontrado nas bibliotecas dos genes catabólicos (Capitulo 1) e por 

Silva e colaboradores (2013) foi Streptomyces. Membros pertencentes a este gênero têm 

sido descritos como eficientes degradadores de hidrocarbonetos (RADWAN et al., 1998; 

BALACHANDRAN et al., 2012), além de ter um potencial uso na indústria de petróleo 

como biocidas de bactérias envolvidas no processo de biocorrosão (DA ROSA et al., 

2013). No entanto, neste trabalho a presença deste gênero foi observada somente no 

poço não biodegradado e em ambos os poços de petróleo biodegradado e não 

biodegradado por Silva et al. (2013). O fato deste gênero ter sido encontrado somente no 

poço não biodegradado pode ter sido decorrente do esforço amostral, o qual não foi 

suficiente para cobrir ambos os poços e detectar sequências afiliadas a este gênero. Em 

estudos similares acerca da diversidade microbiana de poços biodegradados e não 
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biodegradados da bacia de Campos, realizados por Sette et al. (2007) e Oliveira et al. 

(2008), foi observada a presença deste gênero em ambos os poços, corroborando os 

resultados encontrados por Silva et al. (2013). 

O gênero Streptomyces foi encontrado em alta abundância no enriquecimento 

aeróbio do poço de petróleo biodegradado através da abordagem metagenômica, 

confirmando a presença deste gênero neste poço. Porém, a metatranscriptômica revelou 

que este gênero apresentou um baixo nível de atividade nos primeiros 10 dias de 

enriquecimento, e posteriormente se tornou o gênero mais ativo na comunidade 

microbiana do enriquecimento, após 20 dias de incubação. Não foram encontradas 

sequências que codificam monoxigenases relacionadas a este gênero, sugerindo que 

apesar da dominância deste gênero o enriquecimento não foi seletivo para bactérias que 

possuem sequências de genes envolvidos na degradação de hidrocarbonetos alifáticos. 

Dentre as espécies encontradas, as que possuíram maior abundância de genes e nível de 

expressão foram Streptomyces lividans, Streptomyces coelicolor e Streptomyces 

avermitilis. 

O gênero Acinetobacter foi dominante em relação ao gene que codifica a alcano 

monoxigenase nas bibliotecas de genes catabólicos dos dois poços, biodegradado e não 

biodegradado. Contudo, no poço biodegradado foi observada uma maior diversidade de 

OPFs (Familia Proteica Operacional) em relação ao poço não biodegradado. Este gênero 

pertence à classe Gamaproteobacteria, conhecida por possuir bactérias envolvidas no 

processo de biodegradação de hidrocarbonetos (SMITS et al., 1999; WENTZEL et al., 

2007). Silva e colaboradores (2013) encontraram um resultado similar em relação a este 

gênero, corroborando com o resultado encontrado neste trabalho. Sette e colaboradores 

(2007) encontraram este gênero somente nas amostras do petróleo biodegradado.  
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Apesar da baixa abundância desse gênero nos dados de metagenoma dos 

enriquecimentos, vale ressaltar que o número de sequências relacionadas a este gênero 

não se alterou em função do tempo de incubação, por outro lado, este gênero apresentou 

um aumento na quantidade de sequências expressas ao longo do enriquecimento, 

indicando um aumento na atividade de membros deste gênero após 20 dias de 

incubação. Dentre as populações que tiveram a sua expressão aumentada estão as de 

Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter sp. ATCC 27244, 

Acinetobacter sp. ADP1 e Acinetobacter oleivorans, conhecidas por seu potencial de 

degradação de hidrocarbonetos.  

Dentre as OPFs encontradas nas bibliotecas do gene catabólico alk foi observada 

uma sequência no poço biodegradado que não apresentou homologia a nenhuma 

sequência presente no banco de dados (NCBI), sugerindo que se trata de uma nova 

sequência do gene alk de uma bactéria nativa do reservatório de petróleo. Kuhn e 

colaboradores (2009) encontraram uma distribuição diferencial do gene alk entre dois 

ambientes marinhos da Antártica, sendo a maioria das sequências representante de 

possíveis novos genes alk. Um estudo de amostras de solo petrolífero revelou também 

uma alta diversidade de genes alcano monoxigenase em comparação a amostras de solo 

não petrolíferos, e as análises filogenéticas indicaram que a maioria das sequências 

correspondentes ao gene alk representava potencialmente novos genes (MIQUELETTO 

et al., 2011). 

Os resultados obtidos pela abordagem de metagenômica e metatranscriptômica 

revelaram que o enriquecimento foi eficiente na seleção de gêneros conhecidos por suas 

habilidades de degradação de hidrocarbonetos, demonstrando que estes estão presentes 

na amosta de petróleo biodegradado GMR75, além de corroborar os resultados 

observados na biblioteca do gene alk para os gêneros apresentados. Contudo, não foram 



94 

 

encontradas em nível de RNA, sequências correspondentes ao gene alk no 

enriquecimento após 20 dias de incubação, o que sugere que o tempo de incubação não 

foi o suficiente para que o processo de biodegradação fosse iniciado, apesar da presença 

dos gêneros envolvidos neste processo. 

Nas bibliotecas dos genes catabólicos ARHDs, ao contrário do resultado obtido 

nas bibliotecas do gene alk, foi observada uma maior diversidade de OPFs no poço não 

biodegradado (PTS01) em relação ao poço biodegradado (GRM75). As sequências 

encontradas nestas bibliotecas foram relacionadas aos gêneros Pseudomonas e 

Burkholderia. Estes gêneros são conhecidos por possuírem uma maquinaria que os 

possibilita degradar hidrocarbonetos aromáticos com uma grande eficiência (VAN 

HAMME et al., 2003).  

O gênero Pseudomonas tem sido extensivamente estudado em relação às vias 

metabólicas envolvidas na degradação de compostos aromáticos como o naftaleno, 

benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BOSCH et al., 1999; TÁNCSICS et al., 2010). 

Uma nova organização genética e co-regulação de um grupo de genes envolvidos nos 

primeiros passos das vias de degradação do fenol e benzeno foram descritos em 

Pseudomonas sp. M1 (SANTOS; SÁ-CORREIA, 2007). Os autores demonstraram que 

esta espécie exibiu uma excepcional habilidade de biodegradação para uma variedade de 

compostos recalcitrantes e/ou tóxicos.  

A presença dominante de sequências de dioxigenase do gênero Pseudomonas 

encontradas no poço biodegradado em comparação ao poço não biodegradado, onde 

somente duas sequências foram observadas, corroborando os resultados encontrados por 

Silva et al. (2013). A presença dominante deste gênero no poço biodegradado pode ser 

uma possível causa da condição deste poço, uma vez que este gênero possui a 
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habilidade de expressar genes de dioxigenase rapidamente em resposta à contaminação 

com petróleo (PAISSÉ et al., 2011). 

Dentre as espécies encontradas no metagenoma e metatranscriptoma dos 

enriquecimentos aeróbios estão Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, 

Pseudomonas putida e Pseudomonas stutzeri, conhecidas por sua versatilidade no 

processo de degradação de hidrocarbonetos aromáticos. Yergeau e colaboradores (2012) 

monitoraram a comunidade microbiana de solos tratados com escavação, aeração e 

fertilização e não tratados, em Alert, no Canadá. Os autores, através de uma abordagem 

metagenômica e quantificação dos genes envolvidos no processo de degradação de 

hidrocarbonetos, demonstraram que a contaminação com hidrocarbonetos e o tratamento 

do solo modificaram drasticamente a comunidade microbiana, favorecendo organismos 

aeróbios com potencial para degradar vários compostos de hidrocarbonetos, com 

predomínio do gênero Pseudomonas. 

O gênero Burkholderia tem sido amplamente estudado em relação à degradação 

de hidrocarbonetos aromáticos de baixo peso molecular, como naftaleno e fenantreno 

(LAURIE; LLOYD-JONES, 2000), além de terem sido detectados em amostras de petróleo 

(YOSHIDA et al., 2005 e KORENBLUM et al., 2012). Nas bibliotecas dos genes 

catabólicos ARHDs, as OPFs afiliadas a este gênero foram encontradas somente no poço 

não biodegradado PTS01. Por outro lado, este gênero foi detectado no poço 

biodegradado (GMR75) através da abordagem integrada de metagenômica e 

metatranscriptomica, demonstrando que a utilização de sequenciamento em larga escala 

proporcionou uma melhor cobertura da diversidade presente na amostra. Adicionalmente, 

o gênero Burkholderia pode ter sido favorecido nas condições do enriquecimento, 

facilitando a sua detecção pela abordagem de metagenômica. A utilização de um 

sequenciador de segunda geração, como o Illumina, é uma ferramenta poderosa que 
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oferece alta sensibilidade, permitindo a detecção e quantificação relativa de milhares de 

genes, mesmo em baixa abundância (DEGNAN; OCHMAN, 2012).  

Os dados de metagenômica e metatranscriptômica revelaram a presença das 

seguintes espécies do gênero Burkholderia nos enriquecimentos: Burkholderia 

cenocepacia, Burkholderia multivorans, e Burkholderia xenovorans, além de espécies não 

identificadas (Burkholderia sp.). 

O mesmo resultado observado para o gênero Acinetobacter ocorreu para os 

gêneros Pseudomonas e Burkholderia, ou seja, a sua presença nos enriquecimentos não 

foi modificada entre os tempos de incubação de 10 e 20 dias. No entanto, em nível de 

metatranscriptoma este gênero apresentou um aumento na abundância de sequências 

expressas, indicando um aumento na sua atividade após 20 dias de incubação.  

As OPFs encontradas na biblioteca ARHD agruparam entre si e formaram clusters 

filogeneticamenete distintos das sequências conhecidas disponíveis nas bases de dados 

públicas, sugerindo que essas sequências podem representar novos genes de 

dioxigenases de organismos ainda não identificados.  

Ao contrário do observado para o gene alk no metagenoma e metatranscriptoma, o 

gene ARHD foi observado após 20 dias de incubação, sugerindo que o enriquecimento 

favoreceu populações com capacidade de degradação de compostos aromáticos. Um 

resultado similar foi observado por Lu e colaboradores (2011) em um enriquecimento de 

amostras de um derramamento de petróleo no Golfo do México. Foram encontradas 

sequências similares a genes que codificam dioxigenases como: catecol 2,3-dioxigenase, 

homogentisato 1,2 – dioxigenase, protocatecuato 3,4 – dioxigenase (cadeia α e β), 2,3 

dihidroxibifenil 1,2-dioxigenase e 4 – hidroxifenilpiruvato dioxigenase. Dentre estas 

dioxigenases, somente a 4 – hidroxifenilpiruvato dioxigenase foi encontrada no 
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metatransciptoma após 10 dias. Após 20 dias de incubação, as dioxigenases catecol 2,3-

dioxigenase, 4 – hidroxifenilpiruvato dioxigenase e homogentisato 1,2 – dioxigenase 

mostraram um aumento relativo na sua abundância, sugerido aumento na sua expressão 

e, consequentemente, aumento na degradação de compostos aromáticos. 

As sequências encontradas na biblioteca do gene bamA foram relacionadas aos 

gêneros Synthrophus e Desulfobacterium. Estes gêneros são extensivamente estudados 

e conhecidos por possuírem uma maquinaria que os possibilita degradar 

anaerobicamente hidrocarbonetos aromáticos com uma grande eficiência. Os resultados 

observados na biblioteca do gene catabólico bamA revelaram uma maior diversidade 

deste genes no poço biodegradado GMR75.  

Assim como ocorreu nas bibliotecas dos genes alk e ARHD, a maioria das OPFs 

encontradas na biblioteca bamA agrupou entre si e formou clusters filogeneticamente 

distintos das sequências conhecidas disponíveis nas bases de dados públicas, sugerindo 

que essas sequências podem representar novos genes catabólicos de organismos ainda 

não identificados. 

Nas análises dos genes catabólicos obtidas do enriquecimento aeróbio por PCR 

em Tempo Real, apesar da presença do hexadecano ter interferido na análise de 

degradação do petróleo por cromatografia, foi observado que a abundância dos genes de 

dioxigenase foi significativamente maior em relação àquela observada para o gene da 

alcano monoxigenase. Em adição, a expressão dos genes alk não foi observada no 

enriquecimento. 

O fato do hexadecano não ter estimulado a abundância e expressão do gene de 

degradação de alcanos (alk), aliado aos resultados gerados pelo sequenciamento 

Illumina, sugere que a comunidade bacteriana presente no poço de petróleo 
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biodegradado GMR75 possui uma preferência inicial na degradação dos compostos 

aromáticos. Em um trabalho recente, Lu e colaboradores (2012) analisaram uma 

comunidade bacteriana de amostras de pluma de óleo e observaram também que os 

genes envolvidos na degradação de hidrocarbonetos aromáticos foi mais abudante que os 

genes envolvidos na degradação de alcanos. 

Nos dados de metagenoma e metatranscriptoma foram encontradas sequências 

em 27 categorias funcionais, com a maioria delas relacionadas ao metabolismo de 

carboidratos, cofatores, amino ácidos e derivados e metabolismo de proteínas, sugerindo 

o dominante papel destas categorias no sistema funcional.  

Para entender melhor a composição e atividade da comunidade bacteriana 

recuperada da amostra de petróleo biodegradado, os genes com maior número de 

sequências no metagenoma e metatranscriptoma de 10 e 20 dias de enriquecimento 

foram relacionados a proteínas envolvidas na degradação do petróleo, assimilação de 

compostos C1 e C2 e uma proteína reguladora de estresse oxidativo, sugerindo uma 

adaptação ao enriquecimento e um processo inicial de biodegradação de compostos 

aromáticos. Na realidade, genes relacionados à assimilação de acetato e degradação de 

ácidos graxos foram os mais abundantes e expressos, sugerindo que a microbiota 

enriquecida por 20 dias utilizou, ao invés dos hidrocarbonetos, outros compostos já 

presentes no petróleo como fonte de carbono e energia, possivelmente resultado de um 

processo prévio de degradação.  

Devido à relevância da degradação de compostos aromáticos neste trabalho, os 

genes que codificam as enzimas importantes relacionadas a este processo foram 

analisados, mesmo não sendo uma das categorias metabólicas mais abundantes. Nesta 

categoria metabólica foram encontrados genes relacionados à degradação do bifenilo, 

benzoato, naftaleno e antraceno, degradação do ácido n-Fenilalcanóico e outros. 
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Contudo, as sequências com maior abundância e atividade foram relacionadas à 

degradação do ácido n-Fenilalcanoico. Estas proteínas são codificadas pelo operon fadBA 

relacionado à via da β-oxidação, responsável pela degradação de ácidos graxos, e sua 

indução ocorre pelo crescimento em meios contendo ácidos graxos de cadeia longa como 

fonte de carbono e energia (PAWAR; SCHULZ, 1981; ISHIKAWA et al., 1997; DIRUSSO, 

1990).  
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

6.1 Os resultados obtidos nas análises de diversidade das bibliotecas dos genes 

catabólicos alk, ARHD e bamA revelaram que para os genes alk e bamA o poço de 

petróleo GMR75 apresentou-se mais diverso em relação ao poço de petróleo PTS01, 

entretanto para o gene ARHD o poço PTS01 foi mais diverso que o poço GMR75. 

Estes dados podem indicar a presença de maior diversidade de micro-organismos 

capazes de degradar alcanos aerobicamente e aromáticos anaerobicamente no poço 

biodegradado GMR75; 

6.2 As sequências dos genes catabólicos obtidos mostraram-se filogeneticamente 

relacionadas aos gêneros Geobacillus, Acinetobacter e Streptomyces para os genes 

alkB; Pseudomonas e Burkholderia para os genes ARHD e Syntrophus para os genes 

bamA. Estes dados de sequência sugerem que a microbiota presente em ambas as 

amostras de óleo biodegradado e não biodegradado possui o potencial genético para 

degradação aeróbia e anaeróbia de hidrocarbonetos do petróleo.  

6.3 A maioria das sequências dos genes catabólicos das amostras de petróleo 

biodegradado e não biodegradado agrupou entre si e formou clusters 

fiogeneticamenete distintos das sequências conhecidas disponíveis nas bases de 

dados, sugerindo que essas sequências podem representar genes novos de 

organismos ainda não cultivados; 

6.4 Os resultados obtidos nas análises filogenética e funcional dos enriquecimentos 

aeróbios revelaram a maior abundância do filo Actinobacteria (gênero Streptomyces) 

ao final do enriquecimento, seguido pelo filo Proteobacteria (classe β-Proteobacteria), 

demonstrando a seleção massiva de uma grande diversidade de bactérias 

potencialmente envolvidas no processo de biodegradação de hidrocarbonetos;  
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6.5 As sequências com maior abundância e nível de expressão foram relacionadas aos 

genes que codificam proteínas envolvidas na degradação de petróleo, assimilação de 

compostos C1 e C2 utilizando uma via alternativa e regulação de estresse oxidativo, 

sugerindo uma adaptação às condições do enriquecimento e o início do processo de 

biodegradação de compostos aromáticos. 

6.6 Apesar do período de incubação de 20 dias utilizado no presente trabalho não ter sido 

suficiente para permitir observar um alto nível de expressão de genes relacionados 

com o processo de biodegradação de hidrocarbonetos, foram encontradas sequências 

afiliadas a bactérias conhecidas por serem eficientes degradadoras e que dominaram 

o ambiente do enriquecimento;  

6.7 Os resultados do presente trabalho demonstram o potencial da abordagem combinada 

de metagenômica e metatranscriptômica para investigar a diversidade microbiana em 

ambientes hostis como reservatórios de petróleo e obter um melhor entendimento dos 

papéis dos micro-organismos no processo de biodegradação. 
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7. PERSPECTIVAS  

 

7.1 Aumento no tempo de incubação do ensaio de biodegradação a fim de obter 

resultados mais conclusivos sobre as etapas e os genes aeróbios como o alk e ARHD 

envolvidos na degradação do óleo;  

7.2 Confirmação do potencial da microbiota de degradação dos hidrocarbonetos 

presentes no petróleo através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas; 

7.3 Avaliação da influência de fatores como alta temperatura, salinidade, metais pesados, 

dentre outros, no processo de biodegradação pela comunidade microbiana presente 

em reservatórios de petróleo. 
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