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Resumo

Silva, T.R. Caracterizacao polifasica da microbiota presente em amostras de petroleo de
reservatorios brasileiros. 2010. Dissertacao de Mestrado — Instituto de Biologia, Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP).
Estudos realizados em reservatérios de petroleo tém evidenciado que parte da microbiota associada
a este tipo de ambiente é representada por bactérias e arqueias de distribuicdo geogréafica bastante
ampla e que diversos destes organismos tém potencial para transformar compostos organicos e
inorganicos, atuando na interface 6leo-agua dos reservatérios. A investigacdo de micro-organismos
com potencial para biodeterioragdo, biodegradacdo e biocorrosdo encontrados em depoésitos
petroliferos € de grande importancia, uma vez que estes organismos podem estar relacionados com a
perda da qualidade do petréleo nos reservatorios e etapas subseqientes de exploracao. Este estudo
teve como finalidade comparar a microbiota presente em amostras de 6leo de dois pocos de petréleo
terrestres da Bacia Potiguar (RN), identificados como GMR75 (pogo biodegradado) e PTS1 (pogo
ndo-biodegradado). As comunidades microbianas foram estudadas usando técnicas de cultivo
(enriguecimentos microbianos e isolamento) e independentes de cultivo (construgdo de bibliotecas de
genes RNAr 16S). Os micro-organismos cultivados de ambos 0s pogos mostraram-se afiliados aos
filos Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria. As bibliotecas de gene RNAr 16S foram construidas
a partir de DNA total extraido do petréleo bruto. Ambas as bibliotecas de bactérias revelaram uma
grande diversidade, com 8 filos diferentes para o poco GMR75, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Deferribacteres, Spirochaetes, Firmicutes, Proteobacteria, Thermotoga e Synergistetes, e 5 filos para
0 pogo PTS1, Actinobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, Proteobacteria e Thermotogae. A biblioteca de
genes RNAr 16S de arqueias sé foi obtida para o poco GMR75 e todos os clones encontrados
mostraram-se relacionados a membros da ordem Methanobacteriales. Os resultados de diversidade
sugerem que a metanogénese é o processo terminal dominante no poco, o que indica uma
biodegradacéo anaerdbia. A comparacao dos estudos dependente e independente de cultivo mostrou
que alguns géneros, como Janibacter, Georgenia, Saccharopolyspora, Tessaracoccus,
Brevundimonas e Brachymonas nao foram encontradas na abordagem independente de cultivo,
sugerindo que mais clones devam ser sequienciados para cobrir toda a diversidade presente na
amostra. Nossa hipétese de que poderia haver algum agente antimicrobiano inibindo o crescimento
de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos no poco nao-biodegradado nao foi confirmada. No
entanto, durante os testes realizados, uma bactéria, Bacillus pumilus, isolada em estudos anteriores
de reservatérios da Bacia de Campos, apresentou resultados positivos de inibicdo para todas as
linhagens testadas como indicadoras, € os testes de caracterizacdo do composto revelaram ser este
um diterpeno da classe das Ciatinas.
Palavras-chave: Microbiologia do petréleo; Diversidade microbiana, Bibliotecas de genes RNAr 16S;
Producéo de antimicrobianos; Ciatina.
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Abstract

Silva, T.R. Polyphasic analysis of microbial communities in petroleum samples from brazilian
oil fields. 2010. Master Thesis (Genetics of Microorganisms) — Instituto de Biologia,
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Recent studies from oil fields have shown that microbial diversity is represented by bacteria and
archaea of wide distribution, and that many of these organisms have potential to metabolize organic
and inorganic compounds. The potential of biodeterioration, biodegradation and biocorrosion by
microorganisms in oil industry is of great relevance, since these organisms may be related with the
loss of petroleum quality and further exploration steps. The aim of the present study was to compare
the microbial communities present in two samples from terrestrial oil fields from Potiguar basin (RN -
Brazil), identified as GMR75 (biodegraded oil) and PTS1 (non-biodegraded oil). Microbial communities
were investigated using cultivation (microbial enrichments and isolation) and molecular approaches
(16S rRNA gene clone libraries). The cultivated microorganisms recovered from both oil-fields were
affiliated with the phyla Actinobacteria, Firmicutes and Proteobacteria. The 16S rRNA gene clone
libraries were constructed from metagenomic DNA obtained from crudeoil. Both bacterial libraries
revealed a great diversity, encompassing representatives of 8 different phyla for GMR75,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Deferribacteres, Spirochaetes, Firmicutes, Proteobacteria,
Thermotogae and Synergistetes, and of 5 different phyla, Actinobacteria, Chloroflexi, Firmicutes,
Proteobacteria and Thermotoga, for PTS1. The archaeal 16S rRNA clone library was obtained only for
GMR?75 oil and all phylotypes were affiliated with order Methanobacteriales. Diversity resuts suggest
that methanogenesis is the dominant terminal process in GMR75 reservoir, driven by anaerobic
biodegradation. The cross-evaluation of culture-dependent and independent techniques indicates that
some bacterial genera, such as Janibacter, Georgenia, Saccharopolyspora, Tessaracoccus,
Brevundimonas and Brachymonas, were not found using the the 16S rRNA clone library approach,
suggesting that additional clones should be sequenced in order to cover diversity present in the
sample. Our hypothesis that biodegrading bacterial populations could be inhibited by antimicrobial-
producing microorganisms in the non biodegraded oil field (PTS1) was not confirmed. However, one
Bacillus pumilus strain, previously isolated from Campos Basin reservoirs, showed positive results in
inhibitory tests for all indicator strains. Chemical analyses allowed us to identify the compound as a
diterpen from the Cyathin class.

Keywords: Petroleum Microbiology, Microbial diversity, 16S rRNA gene libraries, Antimicrobial
production, Cyathin.
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1. INTRODUCAO

O ecossistema presente nas profundidades do subsolo terrestre tem se mostrado muito mais
complexo fisiologica e filogeneticamente do que se pensava anteriormente (Amend & Teske, 2004). A
presenca de microorganismos em ambientes profundos ha tempos ja € conhecida. Em meio a esses
habitats peculiares encontram-se os reservatérios de petrdleo, caracterizados por apresentrem
condicdes extremas, como altas temperaturas, alta pressao, alta salinidade e condicées anéxicas (Li
et al, 2007b), as quais contribuem para constituir um nicho ecoldgico particular que abriga
organismos termdfilos com potencial para transformar compostos organicos e inorganicos. Nos
altimos anos, diversos grupos de pesquisa tém olhado com bastante atencéo para estes ambientes
devido a sua importancia cientifica e aplicagdes industriais. Um dos alvos de estudo tem sido a
biodegradacéo do petréleo, processo através do qual a microbiota transforma 6leos leves (com maior
teor de hidrocarbonetos lineares) em éleos mais pesados, com maior densidade, quantidade de
enxofre, acidez e viscosidade, e com baixo valor econdmico (Connan et al., 1984; Larter et al., 2003).

Embora as técnicas de cultivo tenham sido aprimoradas e tenham permitido a recuperagéo in
vitro de um numero crescente de micro-organismos ainda nao cultivados (Leadbetter et al., 2003),
nosso conhecimento sobre sua ecologia permanece insuficiente para cultivar a maioria deles. Isto é
particularmente verdade no caso de comunidades microbianas degradadoras, onde a complexidade
dos processos metabdlicos necessarios a essa degradacao leva a formacao de consércios, com
bactérias de diferentes géneros e espécies, cada uma especializada em degradar um ou varios
compostos (Abraham et al., 2002). Neste contexto, tornam-se evidentes as limitagdes impostas pelo
uso de culturas puras nos estudos de biodegradagéo ou biorremediacéo.

A aplicacdo de métodos moleculares independentes de isolamento e cultivo representa uma
ferramenta importante para caracterizacdo da diversidade de comunidades de bactérias e arqueias
associadas a reservatérios de petréleo no Brasil, e permitird obter informagdes detalhadas sobre a
composicao dessas comunidades, e sobre seu envolvimento potencial nos processos de
biodegradacédo do petrdleo e implicagcbes para etapas futuras de exploragdo, armazenamento e
refino, assim como biocorrosdo de equipamentos. Estudos dessa natureza podem levar a
identificacdo de micro-organismos com atividades de interesse tecnolégico, que nao seriam
facilmente detectados ou isolados em cultivos empregando métodos microbiolégicos convencionais.

A presenca de uma ampla diversidade de micro-organismos em todas as areas da produgao
do petroleo, incluindo reservatorios, tubulagdes, equipamento e lama de perfuracédo, tanques de
armazenamento e plantas de agua de injecdo, geralmente causa sérios problemas a industria do

petréleo. Dentre estes, podemos citar o entupimento de poros na rocha reservatério, dificultando a
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extracdo do petréelo, a acidificacdo e biodeterioracdo do 6éleo, o entupimento e corrosdao de
tubulagbes ou a producéo de compostos téxicos (Jayaraman et al., 1997).

Os biocidas tém sido considerados o método mais comum de combate a biocorrosédo de
superficies e biodeterioracdo do 6leo em sistemas fechados, como tanques de estocagem e
resfriamento (Cheung & Beech, 1996). Entretanto, o custo e o impacto ambiental destes compostos
devem ser levados em consideracdo, principalmente no caso de sistemas abertos. Bactérias
formadoras de biofilme sao capazes de proteger diferentes superficies metélicas através do consumo
de oxigénio dissolvido e/ou através da produgado de substancias antimicrobianas, que servem para
controlar as populagbes competidoras no seu ambiente, e que acabam por inibir as bactérias
redutoras de sulfato (Jayaraman et al., 1999; Ornek et al., 2002).

Substancias antimicrobianas sao naturalmente produzidas por uma enorme diversidade de
bactérias e podem consistir de pequenas moléculas, com estruturas bastante diversas (van t'Hof et
al., 2001), bacteriocinas e exoenzimas, como proteases, enzimas que degradam RNA ou a parede
celular e amilases (Hyronimus et al., 1998; Cherif et al., 2001). Algumas destas substancias sao
ativas apenas contra linhagens ou espécies proximamente relacionadas (Tagg et al., 1976), enquanto
outras apresentam um amplo espectro de atividade (Azuma et al., 1992).

Neste sentido, parece razoavel implementar estratégias na busca por compostos naturais com
atividade antimicrobiana que sejam produzidos por micro-organismos que habitam ambientas
associados a petroleo, e que oferecem potencial para aplicagdo em diversas etapas da industria
petroleira, com a vantagem de reducéo do uso de biocidas e do risco ambiental. Ainda, a identificacao
e caracterizacao de substancias antimicrobianas em reservatérios de petréleo ndo biodegradados

podera auxiliar no entendimento de processos que regulam a deterioragéo do 6leo in situ.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Comunidades microbianas associadas ao petroleo

O petréleo € uma mistura complexa e heterogénea de compostos organicos, com mais de
17.000 componentes quimicos distintos identificados (Head et al., 2006), sendo basicamente quatro
grupos principais: saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos. O petréleo é composto em grande
parte (cerca de 90%) por hidrocarbonetos, contendo também parcelas menores de outros compostos,
como vanadio, niquel, enxofre, nitrogénio e oxigénio (van Hamme et al., 2003). O éleo com estas
caracteristicas, rico em hidrocarbonetos saturadose e menor proporcdo de compostos polares, é
considerado “leve” e possui maior valor econdémico. Os 6leos pesados, que resultam de
biodegradacéo do 6leo bruto em reservatérios de petrdleo, possuem uma quantidade muito menor de
hidrocarbonetos saturados e aromaticos, e uma maior propor¢do das substdncias quimicas mais
polares, as resinas e asfaltenos (Head et al., 2006). Além disso, sdo mais densos e viscosos, 0 que
interfere nas operagdes de extracdo e refino, resultando em grandes perdas econbémicas para a
industria de petréleo (Connan et al., 1984).

Um dos primeiros estudos microbiol6gicos em reservatérios de petréleo de aguas profundas
resultou no isolamento de uma bactéria sulfato-redutora a partir de amostras de aguas de injecao
(Bastin, 1926). No entanto, dguas de injecdo podem carrear micro-organismos nao indigenas aos
reservatorios, tanto aerébios quanto anaeroébios.

Evidéncias microbiologicas recentes descritas por importantes grupos de pesquisas em
biogeoquimica, sugerem que mesmo em reservatérios rasos (< 500m) contendo aguas frescas ha a
presenca de microbiota anaerdbia (Magot et al. 2000 , Orphan et al., 2001; Roling et al., 2003; Head
et al., 2003). A incursao de aguas metedricas por si s6 nao indica o transporte ativo de oxigénio nos
reservatorios, pois mesmo pequenas quantidades de compostos organicos e minerais seriam
suficientes para a remogao do oxigénio de um aquifero. Assim, torna-se plausivel a hipotese de que a
biodegradacéo de reservatérios de petréleo de dguas profundas ocorra, principalmente, através do

metabolismo microbiano anaerdbio.

Neste sentido, um grande numero de micro-organismos com propriedades fisiolégicas
consistentes com as condi¢des que os pogos de petrdleo de aguas profundas oferecem, vem sendo
caracterizado.

De acordo com Magot e colaboradores (2000), os micro-organismos indigenos aos
reservatorios podem ser separados nos seguintes grupos: i) bactérias sulfato-redutoras mesofilicas e

termofilicas (BRS), envolvidas na corrosdo de equipamentos e tubulagdes durante o processo de
3



obtencado de energia dos derivados de petroleo e responsaveis pela acidez dos pocgos de petréleo in
situ, consideradas as vilas do processo de extracdo de petréleo e tendo como principais
representantes os géneros Archaeoglobus, Desulfobacterium, Desulfobacter, Desulfotomaculum,
Desulfovibrio, Thermodesulfobacterium e Thermodesulfohabdus; i) arqueias metanogénicas

mesofilicas e termofilicas, sendo os principais géneros: Methanobacterium, Methanocalculus,

Methanococcus, Methanohalophilus, Methanoplanus Methanosarcina; e hipertermofilicas, como
Thermococcus e Archaeoglobus; iii) bactérias fermentadoras mesofilicas e termofilicas, envolvidas na

producdo de &cidos, solventes e gases, que sao interessantes metabdlitos para os processos
industriais e tém potencial de termoestabilizar enzimas, sendo representadas pelos géneros
Acetoanaerobium, Anaerobaculum, Dethiosulfovibrio, Geotoga, Haloanaerobium, Petrotoga,
Spirochaeta, Thermoanaerobacter e Thermotoga; e, por fim, jv) bactérias ferro-redutoras,

representadas pelos géneros Shewanella e Deferribacter.

O uso de técnicas moleculares baseadas na andlise de genes RNAr 16S tem mostrado que
uma ampla diversidade de filos e géneros de micro-organismos esta presente em reservatorios de
petréleo (Radwan et al., 1995, 1998; Ravot et al., 1997; Stapleton et al., 2000; Watanabe et al., 2000;
Saadoun et al., 2002; Yoshida et al., 2005; Sette et al., 2007).

Em ambientes de reservatorios de petrdleo andxicos, os hidrocarbonetos sdo degradados a
substratos metanogénicos como acetato, CO,, e H, por diversas bactérias, e a metanogénese
desempenha importante papel no processo final de degradacdo da matéria organica por meio das
arqueias metanogénicas. Neste sentido, estes micro-organismos sdo comuns em nichos ecolégicos
unicos onde os hidrocarbonetos do petréleo representam a porcdo organica prevalente, como
reservatorios de petrdleo, cavidades subterrdneas de armazenamento de 6leo bruto e aquiferos
contaminados com hidrocarbonetos (Roling et al., 2004). Portanto, devido ao interesse cientifico e
aplicacao industrial, torna-se importante entender a ecologia das bactérias e arqueias em campos de
petréleo (Li et al., 2007a).

No Brasil, estudos de caracterizagdo de comunidades microbianas associadas a reservatorios
de petréleo, utilizando técnicas convencionais de cultivo ou métodos moleculares independentes de
cultivo, tém revelado a recuperagdo e/ou deteccdo de uma ampla diversidade de bactérias em
reservatorios profundos. Um trabalho recente desenvolvido pela nossa equipe na Divisdo de
Recursos Microbianos, CPQBA/UNICAMP, permitiu a identificacdo de nove diferentes grupos
taxon6micos em amostras de 6leo provenientes de pogos profundos com diferentes graus de
biodegradacédo (ndo biodegradado e altamente biodegradado) da Bacia de Campos (Sette et al.,
2007; Oliveira et al., 2008). Estes micro-organismos mostraram-se relacionados a Acidithiobacillus
ferrooxidans, Arcobacter, Alicyclobacillus acidoterrestris, Bacillus, Acinetobacter, Halanaerobium,

Leuconostoc, Marinobacter, Rhodococcus, Streptomyces, Propionibacterium e Streptococcus,
4



pertencendo a quatro grupos dentro do Dominio Bactéria: Firmicutes (Gram positivas de baixo
conteudo de GC); Actinobacteria (Gram positivas de alto conteudo de GC); y-Proteobacteria e ¢-
Proteobacteria. Foi verificado ainda que alguns destes grupos de micro-organismos eram exclusivos
da amostra de 6leo degradada, como os géneros Acinetobacter, Bacillus e Streptococcus. Destes,
membros dos géneros Acinetobacter e Bacillus tém sido associados com petroleo e degradacao de
hidrocarbonetos em muitos outros estudos (Nazina et al., 2002; Saadoun, 2002; Bach et al., 2003).
Os resultados obtidos com a estratégia independente de cultivo permitiram obter uma ampla
perspectiva da diversidade, assim como da abundancia, dos grupos microbianos presentes nas
amostras de agua e 6leo originadas dos reservatérios de petroleo. Além disso, estudos de
degradacgéo realizados com bactérias isoladas das mesmas amostras de agua de formacéo e 6leo,
revelaram a recuperacao de bactérias com capacidade de degradar diferentes biomarcadores do
petréleo (Vasconcellos et al., 2009).

Outro estudo desenvolvido por grupo de pesquisa brasileiro (Von der Weid et al., 2008)
utilizando amostras de rocha reservatério de subsuperificie profunda (2.800 m abaixo do leito
oceanico), proveniente da Bacia de Campos, revelou a presenca de bactérias relacionadas aos
géneros Variovorax e Rubrivivax, descritas como degradadoras de hidrocarbonetos (Ramana et al.,
2006; Smith et al.,, 2005), e aos géneros Comamonas e Azoarcus, associadas a processos de
biorremediacdo (Hess et al., 1997; Meyer et al., 1999). Membros da classe Alphaproteobacteria
pertencentes aos géneros  Bradyrhizobium,  Rhodopseudomonas,  Phyllobacterium e
Methylobacterium, conhecidos como degradadores de compostos aromaticos, e Defluvibacter,
descritos como degradadores de clorofenol também foram detectados neste estudo. Em outro estudo,
Cunha e colaboradores (2006) isolaram e caracterizaram diferentes linhagens de Bacillus da rocha de
reservatorios profundos que tinham habilidade de degradar 6leo e crescer em diferentes fontes de
hidrocarbonetos.

2.2 Degradacao microbiana de hidrocarbonetos do petroleo

O processo de biodegradacao de hidrocarbonetos pode se dar de forma aerdbica, que é
geralmente rapida o suficiente para ser observada em um curto periodo de tempo. No entanto,
sugere-se que em reservatérios de petrdleo, onde as condigbes aerdbicas sdo desfavoraveis, aliado a
identificacdo de diversos micro-organismos anaerdbicos e a descoberta de mecanismos de
biodegradacéo anaerdbico, o processo de degradacao do petréleo ocorra pela via anaerdbia (Aitken
et al., 2004). Em uma das vias possiveis da degradacao anaerdbia, arqueias metanogénicas utilizam
CO, como aceptor de elétron e produzem metano. No entanto, organismos metanogénicos nao

utilizam elétrons diretamente de hidrocarbonetos de petréleo. Os substratos mais comuns para a
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metanogénese sao hidrogénio molecular (H,) e acetato, sendo que formato e etanol também podem
ser usados. Zengler e colaboradores (1999) descreveram a via de degradacdo para alcanos em
anaerobiose, tendo o metano como produto final da degradacao:

4 C16H34 + 64 HQO 2> 32 CH3COOQ + 32 H" + 68 H2 AG=-929 kJ

32 CH3COO, + 32 H > 32 CH4 +32 CO, AG=-385kJ

68 H, + 17 CO, > 17 CHs + 34 H,O AG=-282 kJ

Reacéo geral: 4 CygH34 + 30 H,O - 49 CH, + 15 CO, AG=-1;596 kJ

Ainda ha um debate com relacdo a ordem exata na qual diferentes compostos sao removidos
do 6leo cru durante a biodegradacéao, mas a maioria dos estudos apresenta ordens semelhantes, nas
quais os n-alcanos de cadeia curta sdo removidos mais rapidamente do que os de cadeia longa que,
por sua vez, sdo removidos mais rapidamente do que os hidrocarbonetos ramificados e isoprendides
(Vieth e Wilkes, 2005). Nesse sentido, Head et al. (2003) descreveram que a sequéncia geral de
remocado dos tipos de hidrocarbonetos saturados durante a degradacdo é: n-alcanos, alquil
ciclohexanos, alcanos isoprendides aliciclicos, alcanos biciclicos-esteranos-hopanos, sendo que em
niveis avancados de biodegradagado, a desmetilacdo dos hopanos pode resultar na formagédo de
novos hidrocarbonetos, tais como 17a(H)-21B(H)-25-norhopanos.

Os alcanos sao hidrocarbonetos saturados, que representam os principais constituintes do
6leo mineral. Eles podem apresentar cadeia linear (n-alcanos), circular (cicloalcanos) e ramificada
(iso-alcanos). Apesar de serem muito inflamaveis, os alcanos constituem provavelmente a classe
menos reativa dos compostos organicos. Como componentes principais de combustiveis e éleos, eles
possuem valor consideravel na vida moderna, mas a relativa inércia dos alcanos gera problemas
ecolégicos em relagédo a sua liberagdo no ambiente.

A literatura freqlientemente refere-se aos n-alcanos de acordo com o comprimento da cadeia:
alcanos de cadeia curta, de cadeia média e de cadeia longa. Muito pouco se sabe sobre o
metabolismo microbiano com relagdo aos diversos derivados dos hidrocarbonetos de cadeia curta.
Os micro-organismos possuem diversos mecanismos de ataque aos substratos de hidrocarbonetos
na oxidacao inicial e para dissimilacao dos produtos oxigenados. Segundo Blanquet et al. (2005), a
degradacao envolvendo o sistema alk € a mais difundida. Foi primeiramente descrita em seudomonas
oleovorans GPo1, posteriormente classificada como Pseudomonas putida (Kok et al., 1989).



Outras vias de degradacao de alcanos foram descobertas e as enzimas envolvidas isoladas e
estudadas em detalhes, como, por exemplo, a citocromo P450 (Maier et al., 2001), monooxigenases
(Hamamura et al., 2001) e dioxigenases (Maeng et al.,1996).

2.3 Métodos moleculares no estudo da diversidade de micro-organismos

Quando Woese, em 1987, originalmente prop6s o uso de filogenia baseada no gene RNAr
16S, 12 Divisdes bacterianas eram conhecidas, todas com representantes cultivados. Mais tarde, em
um inventario realizado por Rappé e Giovannoni (2003), 53 Divisées foram sugeridas com base na
andlise da sequéncia do gene RNAr 16S, sendo 26 candidatas a novas Divisdes sem representantes
cultivados.

Nas ultimas décadas, estudos de diversidade microbiana empregando microscopia e
contagem de células tém revelado que podemos recuperar apenas cerca de 1-10% dos micro-
organismos de uma amostra ambiental através do isolamento e cultivo (Amann et al, 1995;
Hugenholtz et al., 1998b). Isto se deve basicamente as limitacbes inerentes as técnicas de
plagqueamento e cultivo, uma vez que todos os meios de cultura sao seletivos em maior ou menor
extensdo para os diversos grupos de micro-organismos, €, na maioria das vezes, incapazes de
reproduzir as condi¢cdes encontradas no ambiente. Este é o caso, por exemplo, de micro-organismos
que vivem sob a forma de consoércios, onde uma espécie depende de produtos do metabolismo de
outras espécies para sua sobrevivéncia e multiplicacdo; de micro-organismos simbiontes, 0s quais
vivem no interior de outros organismos, e de micro-organismos extremofilos, como aqueles

adaptados a condi¢des extremas de temperatura ou pressao.

Portanto, os genomas da microbiota total de uma comunidade, chamados coletivamente de
metagenoma (Handelsman et al., 1998), contém muito mais informagdo genética do que aquela
verificada na diversidade microbiana cultivada.

O desenvolvimento de técnicas para a analise de acidos nucléicos, DNA e RNA, nos permite
estudar a diversidade microbiana em um nivel diferente, o nivel genético. Os micro-organismos sao
detectados, identificados e enumerados através da anélise de genes. Acidos nucléicos, DNA ou RNA,
sdo extraidos de populagbes microbianas mistas e usados em diferentes estratégias moleculares a
fim de determinar a complexidade da comunidade, quantificar e identificar membros na populagéo. A
analise do DNA fornece informacédo sobre a composicao de espécies ou “estrutura” de comunidades
microbianas, ao passo que a andlise do RNA pode revelar a atividade metabdlica ou “fungao” de
populacdes microbianas particulares. (Malik et al., 2008)

As ferramentas moleculares vém, portanto, possibilitando uma melhor compreensao da
diversidade genotipica e funcional de micro-organismos no ambiente (Cardenas & Tiedje, 2008), e a
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utilizagéo dessas técnicas para detectar e monitorar micro-organismos em amostras ambientais pode
reduzir drasticamente o tempo de detecgao e incrementar o nivel de sensibilidade.

Embora seja uma abordagem eficiente para se entender o potencial fisiolégico dos
organismos isolados, 0 uso de técnicas de cultivo ndo fornece informacdes precisas sobre a
composicao da comunidade microbiana (van Hamme et al., 2003). Além disso, em geral, uma sé
espécie de micro-organismo ndao é capaz de promover a degradacdo completa da mistura de
hidrocarbonetos presentes no ambiente, sendo necesséria a atuacdo de consorcios microbianos
munidos de uma ampla variedade enzimatica capaz de agir sobre os compostos aromaticos (por
exemplo, benzeno, tolueno, naftaleno) (Okerentungba & Ezeronye, 2003; Kanaly & Harayama, 2000).
Neste sentido, os produtos de uma biotransformagédo podem servir como fonte de carbono e energia
para outras espécies da comunidade (Réling et al., 2003). Neste contexto, tornam-se evidentes as
limitagdes impostas pelo uso de culturas puras nos estudos de biodegradacao ou biorremediagao.

Metodologias moleculares desenvolvidas nas ultimas décadas (extragdo de acidos nucléicos,
amplificagdo por PCR, clonagem e sequenciamento de DNA) tém sido otimizadas e adaptadas para
superar as limitagbes impostas pela abordagem classica de estudo de populagdes microbianas,
evitando o isolamento e cultivo dos micro-organismos. A utilizacdo destas metodologias vem
permitindo uma avaliagdo 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).

Em microbiologia do petroleo, a aplicacdo de técnicas moleculares (e.g. extracdo de DNA de
comunidades, sondas de acidos nucléicos, amplificacdo génica, clonagem e seqienciamento de DNA
riboss6mico 16S) tem sido recentemente incorporada para a andlise de micro-organismos presentes
em ambientes associados ao petréleo, resultando na efetiva caracterizacdo microbiana desses
ecossistemas. Estes estudos tém revelado a descoberta de inumeros novos filotipos de micro-
organismos, dentre eles bactérias redutoras de sulfato (BRS) habitando pogos de petréleo de baixa
temperatura em reservatorio do oeste Canadense (Voordouw et al., 1996), bactérias pertencentes as
Classes Proteobacteria, Clostridia, Deferribacteres, e arqueias das Classes Methanomicrobia e
Thermococci, presentes em pogos de producdo profundos, com altas temperaturas, na Califérnia
(Orphan et al., 2000), arqueias e bactérias termofilicas em reservatorio de petrdleo na Sibéria
Ocidental (Bonch-Osmolovskaya et al., 2003) e em reservatérios de petréleo de Huabei na China (Li
etal.,, 2007 a,b).

Neste sentido, o uso combinado de técnicas de enriquecimento e metodologias moleculares
independentes de cultivo pode constituir uma ferramenta valiosa na avaliagdo microbiolégica de
amostras de petroleo no Brasil, e permitira obter informacdes detalhadas sobre a composicdo dessas

comunidades e sobre seu envolvimento potencial nos processos de biodegradacao do petréleo e
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implicagOes para etapas futuras de exploracdo, armazenamento e refino, assim como biocorrosao de
equipamentos e biotransformacao. Estudos dessa natureza podem levar a identificagdo de micro-
organismos com atividades de interesse tecnoldgico, que nao seriam facilmente detectados ou

isolados em cultivos empregando métodos microbiolégicos convencionais

2.4 Producao de antimicrobianos e seu uso na industria do petrdleo

A colonizagdo microbiana na industria do petréleo comeca com a formacgao de biofilme e pode
resultar na biodeterioracdo da superficie do metal de equipamentos, tubulacées e tanques. Em geral,
as bactérias podem aderir a superficie eficientemente quando sdo viaveis e estdo em estado
metabdlico ativo (Korenblum et al., 2005; 2008).

Jack e colaboradores (1992) demonstraram um aumento significativo na taxa de corroséo do
aco carbono em um fluxo continuo de agua onde um biofilme de Bacillus e bactérias redutoras de
sulfato (BRS) foi observado. BRS foram amplamente associadas aos processos de biocorrosao,
principalmente por causa da geracao de acido sulfidrico. Além disso, a presenca de BRS pode
resultar em riscos para a saude e seguranca dos trabalhadores (Gardner & Stewart, 2002).

A natureza da estrutura do biofilme e sua formagao resultam em uma significativa resisténcia
para a limpeza das superficies industriais. Métodos convencionais de controle e remoc¢ao de biofilme
sao geralmente inadequados contra as bactérias que formam biofilme. A matriz de exopolissacarideo
secretada pelas células reduz a eficiéncia dos biocidas pela diminuicdo da penetracdo destes no
biofilme. A fim de contornar esse problema, concentracdes muito altas de biocidas sdo usadas,
causando danos ambientais secundarios (Jayaraman et al., 1999). Agentes antimicrobianos podem
aumentar a eficiéncia de uma forma indireta, impedindo o crescimento e permitindo o descolamento
natural nos processos de remocao de biofilmes (Chen & Stewart, 2000).

Por outro lado, a formacao de biofilme de bactérias pode também proteger diferentes tipos de
metais pelo consumo do oxigénio dissolvido, tornando-o inacessivel para a reacdo de corrosao
(Jayaraman et al., 1997; 1999), e também pela secrec¢do de substancias antimicrobianas contra BRS
e outras bactérias danosas que constituem o biofilme (Jayaraman et al., 1999; Ornek et al., 2002).

Recentemente, cepas de Bacillus foram usadas como protetoras da corrosdo em biofilme
através da producao de peptideos antimicrobianos, como as indolicidinas e bactenecinas (Jayaraman
etal., 1999).

Estudos realizados por Korenblun e colaboradores (2005; 2008) resultaram no isolamento de
trés linhagens de Bacillus de reservatérios de 6leos brasileiros, Bacillus subtilis (LFE-1), Bacillus
firmus (H20-1) e Bacillus licheniformis (T6-5), com capacidade de producdo de substancias



antimicrobianas (AMS). Estas AMS inibiram o crescimento de outras linhagens de Bacillus, assim
como o crescimento de consorcios de BRS recuperadas dos reservatérios.

Na industria do petréleo, a investigagdo da producdo de substancias antimicrobianas
apresenta grande relevancia e potencial de aplicagéo biotecnoldgica, uma vez que a descoberta e
caracterizagdo destas substancias oferecem uma estratégia alternativa de tratamento para prevenir a
colonizagao de bactérias sob a forma de biofilmes, as quais causam grandes danos econémicos nas
diversas etapas da exploracao e processamento do éleo.

3 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo a caracterizagdo de comunidades microbianas de amostras de
6leo biodegradado e ndo biodegradado, provenientes de reservatorios da Bacia Potiguar (RN), a fim
de investigar a diversidade e composicao da microbiota e a presencga de possiveis micro-organismos
bioindicadores da biodegradacédo nos reservatérios. Ainda, a producao de metabdlitos secundarios
com atividade antimicrobiana foi avaliada, no sentido de investigar o fenbmeno responsavel pela

esterilizacao de determinados reservatérios.

3.1 Objetivos Especificos

v' Comparar reservatérios degradado X ndo-degradado;

v' Avaliar a diversidade (riqueza e abundancia) de bactérias e arqueias presentes nestes

reservatorios, utilizando métodos independentes de cultivo;
Implementar enriquecimentos microbianos a partir das amostras de petréleo;

Avaliar a producao de antimicrobianos por populagdes recuperadas nos enriquecimentos
obtidos das amostras de petréleo;

v' Caracterizar quimicamente os compostos com atividade antimicrobiana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras

Amostras de petroleo, provenientes de reservatérios sob diferentes estagios de biodegradacao
e profundidades, foram coletadas em junho de 2008 na Bacia de Potiguar, RN. As amostras
analisadas no presente estudo estao detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1. Detalhes sobre os pocos amostrados na Bacia de Potiguar, Rio Grande do Norte.

Pocos Profundidade Grau de biodegradacao Temperatura
amostrados (m) (°C)
GMR 75 535,5 - 540,5 Moderadamente biodegradado 422
PTS 1 801 - 803 Nao biodegradado 48,3

As amostras foram coletadas sob condicdes de assepsia por técnicos da Petrobras e
imediatamente encaminhadas para andlise nos laboratérios da Divisdo de Recursos Microbianos
(CPQBA/UNICAMP).

FOZ DO AMAZDMAS
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JECUITINFONHR,

MUCURI

Figura 1. Regido de Mossoré da Bacia Potiguar (RN) onde se localizam os pocos GMR75 e PTS1.

4.2 Enriquecimentos microbianos aerobios
Inicialmente, os enriquecimentos da microbiota aerébia do petréleo foram feitos em frascos
Schott de 500 mL utilizando 400 mL de um dos 4 diferentes meios NB (Nutrient Broth), TSB
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(Triptcase Soy Broth), MB (Marine Broth) e BH (Bushnell Haas) e 2 mL da mistura de petréleo com
Tween como in6culo. Essa mistura foi feita com diferentes concentragées de Tween 80 (10%, puro e
sem Tween 80), a fim de comparar possiveis interferéncias do Tween 80 no enriquecimento.

Os meios de cultivo foram inoculados, em duplicata, e incubados por 5 a 7 dias em agitador
rotacional a 150 rpm e 37°C. Os enriquecimentos foram monitorados com exames microscépicos
(Coloracao de Gram), e observacao das morfologias microbianas presentes na biomassa obtida.

Os isolados bacterianos de cada enriquecimento foram obtidos através de estria por
esgotamento ou diluicdes seriadas nos seus respectivos meios contendo agar 2%.

4.3 Identificacdo dos isolados bacterianos

O DNA genbdmico das bactérias isoladas dos enriquecimentos foi extraido de acordo com o
protocolo descrito por Pitcher et al. (1989). O DNA obtido foi utilizado em reacdées de PCR para
amplificacao do DNAr 16S empregando o par de primers 27f (Lane et al., 1991) e 1401r (Heuer et al.,
1997), que se anelam a regides conservadas do DNAr 16S para o Dominio Bacteria. Os produtos de
PCR do DNAr 16S dos isolados foram purificados utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA and gel
band purification kit, GE Healthcare) e submetidos ao sequienciamento em sequienciador automatico
(MegaBace 500, GE Healthcare). As reacbes de seqlenciamento foram realizadas com o Kit
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBace DNA Analysis Systems (GE
Healthcare), segundo especificacdes do fabricante. Os primers utilizados para o sequienciamento
foram 27f (5" - AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG - 3"); 782r (5" - ACC AGG GTA TCT AAT CCT GT
-3)e1100r (5" -AGGGTTGGG GTGGTT G - 3").

4.4 Extracao de DNA ambiental

Sucessivos experimentos de extragdo de DNA da amostra de 6leo bruto foram realizados
utilizando como base os protocolos descritos por Yoshida et al. (2005) e Tanaka et al. (2002), onde o
6leo bruto é pré-tratado com isooctano para em seguida ser usado para extracdo do DNA usando o
QIAmp DNA Stool Mini Kit (Qiagen Inc. Valencia, CA, USA) ou o kit Fast DNA (Q.biogene SPIN Kit for
Soil). Entretanto, apds varias mal-sucedidas tentativas, conseguimos otimizar o processo com 0 uso
do kit de extragdo de DNA de solos PowerSoil DNA Isolation (MOBIO), com base nas instrugdes
fornecidas pelo fabricante.
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4.5 Construcao de bibliotecas de genes RNAr 16S

A amplificagdo do gene RNAr 16S de organismos do Dominio Bacteria a partir do DNA total foi
realizada utilizando os primers 10f e 1100r (Lane et al, 1991; Tabela 2), segundo protocolos
previamente estabelecidos na rotina do laboratério. Para amplificacdo do DNAr 16S de organismos
do Dominio Archaea, foram testados os pares de primers ARCH20f / ARCH1017r, ARCH46f /
ARCH1017r e ARCH46f / ARCH915r (Tabela 2), segundo metodologia descrita por Yoshida et al.
(2005). Foram construidas bibliotecas de genes RNAr 16S para os pocos GMR75 e PTS1. As
reacdes de PCR foram realizadas em 9 replicatas (50 L), as quais foram combinadas, concentradas
em “speed vacum” e purificadas em coluna GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare). Os fragmentos purificados foram ligados em vetor pGEM-T (pGEM-T Easy Vector
System, Promega), segundo as especificacbes do fabricante, e transformados em Escherichia coli
JM109. As placas resultantes da transformacédo foram incubadas a 37°C por cerca de 16 h. Foram
analisados de 120 a 140 clones de cada biblioteca de bactérias, e cerca de 50 clones para cada
bibliotecas de arqueias. Em seguida, foi feita a analise de cobertura da diversidade para verificar se o
namero de clones analisados era representativo da diversidade de espécies presentes nas amostras.

Tabela 2. Seqiéncias dos primers que foram utilizados para amplificacdo do gene RNAr 16S de bactérias e

arqueias.
Primers Sequéncias 5°- 3’ Referéncias
10f GAG TTT GAT CCTGGC TCA G Lane, 1991
27f AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG Lane, 1991
1100r AGG GTTGCG CTCGTT G Lane, 1991
1401r CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG Heuer et al., 1997
ARCH 20f TTC CGG TTG ATC CYG CCR G Massana et al., 1997
ARCH 1017r | GGC CAT GCA CCW CCT CTC Barns et al., 1994
ARCH 46f YTAAGCCATGCRAGT Kudo et al., 1997; Yoshida et al., 2005
ARCH 915r GTG CTC CCC CGC CAATTC CT Stahl & Amann 1991; Gropkopf et al,
1998

Para as reagdes de PCR foram utilizados 5 pL da solugédo de DNA, 0,4 uM de cada primer, 200
MM de dNTPs (GE Healthcare), 2 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen).

O programa para amplificacdo do gene RNAr 16S de bactérias seguiu as seguintes etapas:
desnaturacao inicial a 95 °C por 2 min; 30 ciclos de 1 min de desnaturacdo a 94 °C; 1 min de
anelamento a 55 °C e 3 min a 72 °C para extens&do; e uma etapa de extensdo final de 3 min a 72 °C.
Foram testados, para amplificacdo do gene RNAr 16S de arqueias, os programas Arc3 que consistiu

das seguintes etapas: desnaturacgéao inicial a 94 °C por 90 s; 9 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30
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s; anelamento a 65 °C por 30 s (com touchdown, diminuindo 0,5 °C a cada ciclo) e extenséo a 72 °C
por 90 s; mais uma etapa de 25 ciclos com desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 60 °C
durante 30 s e extensdo a 72 °C por 90 s; e uma etapa de extensao final de 10 min a 72 °C. Foi
também utilizado o programa Arc2, que consiste das seguintes etapas: desnaturagao inicial a 95 °C
por 3 min; 35 ciclos com desnaturacdo a 95 °C por 30 s, anelamento a 53 °C durante 1 min e
extensdo a 72 °C por 1 min; e uma etapa de extenséo final de 10 min a 72 °C (Mendes, 2009)

4.6 Amplificacdao e sequenciamento dos fragmentos de DNAr 16S clonados

Os clones positivos foram selecionados como colénias brancas em meio LA, contendo 80
ug/mL de X-Gal, 160 pg/mL de IPTG e 100 mg/mL de ampicilina. Os mesmos clones foram
preservados em microplacas contendo 150 puL de cultura e 50 uL de glicerol 50%, sendo mantidos em
freezer a -20°C para andlises subsequentes. Os clones obtidos foram posteriormente inoculados em
meio LA contendo ampicilina e incubados a 37°C com agitacéo (100 rpm) por 16 h.

Reacdes de amplificagcdo usando primers universais M13f (5-CGC CAG GGT TTT CCC AGT
CAC GAC-3’) e M13r (5-TTT CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC-3’) foram feitas a fim de se obter o
fragmento do gene RNAr 16S inserido no vetor para sequenciamento automatizado.

Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando o GFX 96 PCR Furification Kit (GE
Healthcare) e sequenciados no equipamento MegaBace DNA Analysis System 1000 (GE Healthcare),
usando o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBace, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Os primers usados para o sequenciamento do gene RNAr 16S de
bactérias foram o 10f (5°- GAG TTT GAT CCT GGC TCA G -3), o 1100r (5- AGG GTT GCG CTC
GTT G -3’) (Lane et al., 1985), o 765f (5’- ATT AGA TAC CCT GGT AG-3’) (Weisburg et al., 1991),
782r (5’- ACC AGG GTA TCT AAT CCT GT-3) e 0 530r (GTA TTA CCG CGG CTG CTG) (Manefield
et al., 2002). Para o RNAr 16S de arqueias foram utilizados os primers M13f (5’ - CGC CAG CGT TTT
CCC AGT CACGAC-3)eM13r(5°-TTT CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC - 3)).

4.7 Analise das seqliéncias

As sequéncias parciais obtidas com cada primer, tanto dos isolados bacterianos como dos
clones, foram montadas em um contig (seqiéncia consenso Unica) usando 0 programa
phred/Phrap/CONSED (Ewing et al., 1998). A identificagdo preliminar foi realizada comparando as
sequéncias do gene RNAr 16S obtidas com sequéncias de linhagens, assim como clones ambientais,
disponiveis nas bases de dados publicas GenBank (http://www.ncbi.nem.nih.gov) e RDP (Ribosomal
Database Project, Wisconsin, USA, http://www.cme.msu.edu/RDP/html/index.html), usando as rotinas
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BLASTn (Altschul et al.., 1997) e Segmatch, respectivamente. As sequéncias foram alinhadas usando
o programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) e analisadas com o software MEGA v. 4 (Tamura et
al., 2007). As distancias evolutivas foram calculadas usando o modelo de substituicdo de DNA de
Kimura (1980), como implementado no programa MEGA. A reconstrugéo filogenética foi feita usando
o algoritmo de neighbour-joining (NJ) (Saitou and Nei, 1987), com valores de bootstrap calculados a
partir de 1000 replicatas.

4.8 Analises estatisticas de diversidade

Os célculos dos indices de diversidade (medidas de diversidade a) foram realizados
individualmente para cada biblioteca de genes RNAr 16S utilizando o programa DOTUR (Distance-
based Operational Taxonomic Unit and Richness, http://www.plantpath.wisc.edu/fac/joh/dotur.html),
desenvolvido por Schloss e Handelsman (2004). Este programa agrupa as sequéncias em unidades
taxon6micas operacionais (UTOs) com base na distancia evolutiva entre elas. As curvas de
rarefacdo, o indice de diversidade Shannon (H") e os estimadores de riqueza nao paramétricos ACE
(abundance-based coverage estimator) (Chao et al, 1993) e Chao1 (Chao et al., 1984) foram
calculados utilizando o nivel de distancia de 0,03 entre as sequéncias de RNAr 16S. As analises de
comparacdo da diversidade dos bancos foram feitas com o uso do programa Libshuff,
http://whitman.myweb.uga.edu/libshuff.html (Singleton et al., 2001).

4.9 Ensaio da atividade antimicrobiana

O ensaio foi realizado de acordo com os procedimentos descritos por Rosado e Seldin (1993).
As linhagens isoladas a partir dos enriquecimentos, assim como as fragdes dos cultivos, pellet e
sobrenadante obtidas por centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min, foram inoculadas na forma de spots
(5 pL) na superficie de placas com meio LA (Luria-Bertani Agar). Apés a incubacéo a 37°C por 48 h,
as células bacterianas foram mortas por exposicdo ao vapor de cloroférmio por 15 min. Apéds
evaporacao do cloroférmio residual, essas placas foram cobertas com uma camada de meio semi-
s6lido contendo in6éculo de uma das linhagens indicadoras (listadas no item 6.8). Estas ultimas
incluiram bactérias isoladas previamente em nosso laboratério a partir de amostras de petréleo da
Bacia de Campos, sendo a maioria delas linhagens de Bacillus pumilus com perfis de RAPD
diferentes, e também as linhagens de bactérias isoladas no presente estudo. A formacgéao de halo de
inibicdo em volta do “spot” inoculado indicou a producao de antimicrobiano.
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4.10 Cultivo das bactérias produtoras de antimicrobianos

As linhagens B. pumillus SG-32 e B. firmus P1-1 foram cultivadas em 12 litros de meio Marine
Broth (MB) por 72 h a 37°C visando a realizacdo dos testes antiproliferativos. As células foram
coletadas por sucessivas centrifugacoées a 10.000 RPM por 10 min a 4°C e armazenadas. Uma fracéao
de 2 L do meio de cultura (possivel local de acimulo de substancia antimicrobiana) foi reservada para

as andlises de caracterizagdo do composto.

4.11 Obtencao de extratos de Bacillus pumilus SG-32 e analises cromatograficas

4 11.1 Extracdo dos principios ativos das células bacterianas:

a) Extragc&o por soxhlet:

Foram realizadas extragbes do cultivo da linhagem de Bacillus pumilus e de Bacillus firmus,
sendo que as amostras dos extratos obtidos foram enviadas para a Divisdo de Farmacologia e
Toxicologia (CPQBA) para realizacao de testes antiproliferativos in vitro em linhagens de células de
cancer humanas, sob supervisado do Dr. Jodo Ernesto de Carvalho. Outra parte da amostra de extrato
bruto, apenas de Bacillus pumilus, foi enviada a Divisdao de Fitoquimica (CPQBA) para andlises
cromatograficas para identificacdo do composto com atividade antimicrobiana, sob supervisdo da Dra.
Mary Ann Foglio.

Os extratos brutos de B. pumilus foram obtidos por sistema de soxhlet, utilizando-se trés
solventes distintos de polaridades diferentes: hexano, acetato de etila e metanol. Primeiramente, as
células de B. pumilus foram extraidas com 200 mL de hexano até o esgotamento da extracao,
resultando em um tempo aproximado de 24 h. O extrato bruto de hexano (EBH), ainda diluido no
solvente, foi retirado do sistema de soxhlet e reservado em erlermeyer. As células de B. pumilus
foram entao submetidas a extracdo com 200 mL de acetato de etila (EBA) por um periodo de 24 h até
obter-se novamente o esgotamento da extracdo. O extrato obtido a partir do acetato de etila e ainda
diluido neste solvente foi retirado do sistema de soxhlet e reservado em erlenmeyer separadamente
do primeiro extrato. Novamente, as células bacterianas foram submetidas a extracdo por soxhlet, mas
dessa vez com 200 mL de metanol (EBM) por 24 h até o esgotamento da extracdo. O extrato
metandlico diluido ainda em solvente foi retirado do sistema de soxhlet e armazenado em um novo
erlenmeyer, assim como os outros extratos. O residuo resultante das células de B. pumilus foi
armazenado e encaminhado para a Divisdo de Recursos Microbianos do CPQBA, onde foi
autoclavado e descartado.

Os extratos brutos resultantes da extragdo foram concentrados a vacuo, separadamente, em

rotaevaporador a uma temperatura de 40°C até a completa secagem dos solventes. Os extratos
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foram pesados para se calcular o rendimento de cada extragéo e separados em balées volumétricos
distintos para a realizagao dos testes farmacolégicos.

b) Extragdo do meio de cultura, particao liquido-liquido

Esta extragdo foi realizada utilizando-se o meio de cultura de crescimento dos micro-
organismos. Em um funil de separacao de 2000 mL foram adicionados 1000 mL do cultivo e 500 mL
de hexano. O funil foi agitado e a fase organica do extrato foi retirada e armazenada em erlenmeyer.
Este procedimento foi realizado trés vezes com hexano e, na seqiéncia, 0 mesmo processo de
extracdo foi realizado com acetato de etila. Os extratos obtidos a partir da extracdo por hexano e
acetato de etila foram concentrados, separadamente, em rotaevaporador até a eliminacao total dos
solventes. Os extratos foram pesados para célculos de rendimento e amostras de 10 mg foram
separadas e enviadas para a Divisdo de Farmacologia e Toxicologia para realizagdo dos testes
antiproliferativos.

4 11.2 Método de purificacdo cromatoqgrafica

As separacoes por coluna cromatografica foram realizadas com os extratos de B. pumilus,
utilizando-se os extratos brutos obtidos pela extracdo por soxhlet a partir das células bacterianas e os
extratos da fracdo do cultivo (sobrenadante).

As andlises cromatograficas foram realizadas em coluna de vidro preenchida por silicagel 60
(Merck, 0,063- 0,200 mm). Foi utilizada uma propor¢cao de 1 g de amostra para 30 g de silicagel para
a montagem da coluna, utiliazando-se hexano para o empacotamento da mesma. As colunas foram
eluidas com 100 mL de solventes em gradientes crescentes de polaridade. Foram recolhidas fracées
de 50 mL, que, apds serem analisadas por cromatografia de camada delgada, foram reunidas por
similaridade gerando novas fragoes. Ap6s a evaporagao dos solventes em rotaevaporador, as fragées
foram pesadas para calculos de rendimento e foram separados 10 mg das amostras em microtubos

para avaliagdo em modelo in vitro para atividade antiproliferativa em linhagens tumorais humanas.

4 11.3 Analise por cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram efetuadas em cromatoplacas
de Silicagel 60 Fzs4 (Merck 1.05554). Apéds aplicacdo das amostras nas placas, estas foram eluidas
com uma mistura de diclorometano/ metanol (98:2) e hexano/acetato de etila (50:50). A deteccao dos
compostos foi feita com pulverizacao do revelador anisaldeido (solucao acido acético: acido sulfurico:
anisaldeido (48:1:1)), seguida de aquecimento em estufa a 105°C por 10 min e irradiagdo com
lampada UV a 254 nm.
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4.11.4 Analise Qualitativa por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM)

O extrato bruto do sobrenadante do meio de cultivo foi diluido em acetato de etila e analisado
em cromatdgrafo gasoso (Agilent Technologies 6890N Network GC System) acoplado a um detector
de massas (Agilent Technologies 5975 inert Mass Selective Detector), equipado com coluna capilar
(HP-5MS) de 30 m x 0.25 mm x 0,25 um. A programacgao de temperatura foi de 60°C a 240°C em
rampa de 3 °C/min. Utilizou-se injetor a temperatura de 220°C e detector a 250 °C. O injetor foi
utilizado no modo splitless 30:1 e Hélio foi utilizado como gas de arraste, a uma pressao de 8,19 psi e
velocidade linear de 1 mL/min. A caracterizacao dos constituintes foi baseada no indice de retencao
linear de Van den Dool e Kratz /54/ onde:

IR= [(Ts-Ten-1)/(Ten-Ten-1)x 100 + 100 ¢p-1
Ts:  tempo de retenga@o da substancia analisada
Ten:  tempo de retengédo do n-alcano que elui apds a substancia analisada
Ten-1: tempo de retengdo do n-alcano que elui antes da substancia analisada
Cn-1: n-alcano que elui antes da substancia analisada

O calculo é feito em relagdo aos tempos de retencdo de uma série homéloga de n-alcanos, e
no padrao de fragmentacao observado nos espectros de massas, por comparacao destes com dados
obtidos na literatura (Adams 2007), com espectroteca NIST05 e indice de retencdo. A biblioteca de
espectros de massas NISTO05 instalada no equipamento GC/EM (HP 6890/HP 5975) foi tomada como
referéncia do tipo de esqueleto carbdnico dos componentes presentes na fracdo. Os valores
experimentais observados podem ser corrigidos, pois a sequéncia de eluicdo se mantém constante

independente da temperatura em que sao efetuadas as determinacgdes.

4.11.5 Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)
Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D (1H, 13C e DEPT) e 2D (COSY,
HSQC, HMQC) foram obtidos em espectrémetro Inova 500, operando a 500 MHz na freqiiéncia do 'H

e a 125 MHz na freqiiéncia do "*C. O sinal residual do solvente ou do tetrametil silano (TMS) foi
usado como referéncia interna. O solvente utilizado na dissolugdo das amostras para obtencao dos
espectros foi o cloroférmio deuterado (CDCI3, Isotec - INC). Estas analises foram realizadas no
Instituto de Quimica (UNICAMP), com a colaboragéo da Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli.
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4.12 Ensaio bioautografico

a) Preparo das placas de CCD. Os ensaios da atividade antimicrobiana foram conduzidos
através de métodos de bioautografia, de acordo com Slusarenko et al. (1989), em placas de
CCD (cromatografia de camada delgada). Apds dissolucdo em hexano, foram aplicados 3 uL
dos extratos na concentracdo de 10 mg/mL nas placas, em duplicata, utilizando-se como
eluente uma mistura de diclorometano:metanol 98:2. Uma das placas foi revelada com
anisaldeido e a outra submetida aos ensaios microbiolégicos.

b) Padronizacdao e preparo de inoculo. O ind6culo do micro-organismo padrado, Bacillus
thuringiensis (micro-organismo escolhido como a linhagem indicadora por ter sido inibida pelo
maior numero de linhagens produtoras) foi preparado transferindo-se células do tubo de
manutengédo para frasco contendo solucdo salina 0,15%, esterilizada. A D.O. (densidade
Optica) da suspenséo foi corrigida para absorbancia correspondente a de 0,5 da escala de
McFarland (1,9 Abs), em espectrofotémetro a 600 nm, de modo a padronizar a concentracao
inicial de células (cerca de 108 UFC/mL).

c) Teste de atividade antimicrobiana. A suspensdo de micro-organismos preparada conforme
descrito acima foi inoculada por técnica de plaqueamento por profundidade nos meios de
cultura especificados anteriormente, utilizando-se a propor¢éo de 1:1000 (v/v). Uma aliquota
de 0,5 mL de solucdo de cloreto de trifenil tetrazolium 1 mg/mL foi adicionada ao meio
inoculado, como indicador de atividade respiratéria da células. Em seguida, o meio foi vertido
em placas de Petri, sobre as placas de CCD onde foram aplicados os extratos. Apds
homogeneizagéo, o material foi incubado a 37°C durante 24 h.

d) Leitura dos resultados. O revelador 2,3,5-cloreto de trifenil tetrazolium permite observar as
regibes onde houve crescimento bacteriano, uma vez que as ceélulas com atividade
respiratoria coram-se de vermelho. Do mesmo modo, permite avaliar qualitativamente se
houve inibicdo do crescimento em locais correspondentes a uma determinada fracdo do
extrato corrida na placa em questdo, através da formacao de halos de inibicédo, regido onde

nao havera reagcédo com o revelador.

4.13 Ensaios farmacologicos para a determinacao da atividade anticancer “in vitro”

Foram utilizadas para os testes in vitro nove linhagens tumorais humanas de diferentes
origens e caracteristicas: Melanoma (UACC-62), Ovario (OVCAR-03), Ovario resistente (NCI-
ADR/RES), Mama (MCF-7), Pulmao (NCI-460), Rim (786-O), Préstata (PC-03), Célon (HT-29),
Glioblastoma (U251) e Leucemia (K-562), cedidas pelo NCI (National Cancer Institute), e uma
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linhagem de células normais: célula epitelial de rim de macaco verde (VERO) (Tabela 3). Todas as
linhagens utilizadas na triagem da atividade antiproliferativa foram cultivadas em 5 mL de RPMI 1640
(Gibco), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB — Gibco), a 37°C em atmosfera umida com
5% de CO,. Quando a monocamada celular atingiu cerca de 80% de confluéncia, as linhagens foram
repicadas sob condi¢bes estéreis. Rotineiramente, dois frascos de cada linhagem celular sdo sempre

mantidos em cultura.

Tabela 3: Linhagens celulares utilizadas nos testes de atividade anticancer.

. Densidade de Inoculacéao
Tipo Celular Nome Origem

(*10* cel/mL)
Pulmao NCI-H460 Endoderme 4,0
Mama MCF-7 Ectoderme 6,0
Mama Resistente NCI-ADR/ RES Ectoderme 5,0
Cdlon HT-29 Endoderme 4,0
Préstata PC-3 Mesoderme 5,0
Melanoma UACC-62 Ectoderme 5,0
Ovario OVCAR-3 Mesoderme 7,0
Renal 786-0O Mesoderme 4,5
Leucemia K-562 Mesénquima 5,0
Glioma U251 Ectoderme 4,0
Epitélio VERO Ectoderme 5,0

Os extratos, ap6s evaporagdo do solvente, foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) na
concentracdo de 1 g/ml. Para a adi¢cdo na cultura de células, estas solugdes foram diluidas pelo
menos 400 vezes em RPMI/SFB/gentamicina, para evitar a toxicidade do DMSO.

Para o teste de atividade, foram plaqueados 100 pL de células em meio
RPMI/SFB/gentamicina, nas suas respectivas densidades de inoculacao (Tabela 3), em placas de 96
pocos, as quais foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente
umido. Depois desse periodo de adaptacédo, uma placa controle foi fixada através da adicdo de acido
tricloroacético para determinacdo da quantidade de proteinas no momento da adicdo dos extratos.
Nas demais placas, os extratos foram adicionados nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL e,
a sequir, incubadas por 48 horas. Apds este periodo, as placas foram fixadas com 50 yL de acido
tricloroacético a 50% (TCA). Para completar a fixagao celular, as placas foram incubadas por 1 hora a
4°C e submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua destilada, para a remogéao dos residuos
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de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. Apds a lavagem, as placas foram mantidas em
temperatura ambiente até a secagem completa.

As placas foram entdo coradas pela adicdo de 50 pyL do corante protéico sulforrodamina B
(SRB) a 0,4 % (peso/volume), dissolvido em acido acético a 1 %, e incubadas a 4 °C, durante 30
minutos. Em seguida, as placas foram lavadas com uma solugéo de acido acético 1%. Ap6s secagem
a temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com uma solugao de
Trizma Base na concentracdo de 10 uM e pH 10,5. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi
realizada em 540 nm em um leitor de microplacas (Skehan et al.,, 1990). Com isso, foram calculados
os valores de TGl, (da sigla em inglés Total Growth Inhibition), concentragdo necessaria para inibir
totalmente o crescimento celular (Shoemaker et al., 2006).
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5 FLUXOGRAMA DETALHADO DAS ETAPAS DO DESENVOLVIMENTO DO PROJETO:
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bactérias/arqueias

Abordagem baseada em cultivo

NB

o o T8
Enriquecimentos aerébios MB

AN

Andlises estatisticas da
diversidade (Libshuff/
DOTUR)

Andlises filogenéticas ClustalX, Isolamento de bactérias

Blastn, Mega4

Fragdes dos cultivos
(pellet e sobrenadante)

/ \

Testes de produgdo de
antimicrobianos

Identificagao dos isolad os

(seque. DNATr 16S + andlises
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Caracterizagdo quimica da
molécula
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Enriquecimentos microbianos aerobios

Apés 7 dias de incubacao das amostras de petréleo GMR 75 e PTS1 nos diferentes meios de
cultura, foi possivel verificar o crescimento bacteriano pela turvagcdo do meio e formacédo de
precipitado em todos 0s meios.

Foi possivel obter colbnias isoladas apds sucessivos repiques por esgotamento ou diluicdes
seriadas de aliquotas dos enriquecimentos aerdbios. No total, foram isoladas 26 col6nias bacterianas
morfologicamente diferentes entre si, sendo 7 do poco PTS1 e 19 do pogco GMR75.

A identificagdo dos isolados baseada no sequenciamento e andlise do gene RNAr 16S
revelou a recuperagdo de pelo menos 13 géneros diferentes de bactérias, considerando os dois
pocos em estudo (Figura 2). Sequéncias de DNA de 3 isolados ndo apresentaram qualidade
adequada para as analises filogenéticas subseqlentes. Entretanto, buscas de similaridade utilizando
a ferramenta Blast-n do Genbank revelaram que estes isolados sao afiliados aos géneros
Curtobacterium (acesso Genbank, FJ626630.1), Pseudomonas (acesso Genbank, FJ482092.1) e a
familia Nocardioidaceae (acesso Genbank, FJ200392.1).

Pelas limitagcbes técnicas inerentes ao estudo das bactérias anaerdbias, ndo foi possivel isola-
las no presente estudo, dando prioridade para as bactérias aerdbias. Entretanto, em funcdo das
evidéncias crescentes sobre a relevancia dos micro-organismos anaerébios na biodegradacao do
petréleo em reservatorios, serdo concentrados esforcos na implementagdo de sistema de cultivo e

manuseio de bactérias anaerdbias para estudos futuros na Divisdo de Recursos Microbianos.
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Figura 2. Analise filogenética das seqiiéncias parciais do gene RNAr 16S das bactérias isoladas a partir dos
enriquecimentos de petréleo dos pocos PTS1 e GMR75 e micro-organismos relacionados recuperados da base

de dados Genbank. Valores de boostrap > 70 podem ser observados na arvore. Os organismos
Methanobacterium formicicum e Archaeoglobus profundus foram utilizados como outgroups.
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6.2 Extracao de DNA e PCR do gene RNAr 16S

Foram avaliados dois protocolos descritos pela literatura (Yoshida et al., 2005; Tanaka et al.,
2002), incluindo modificacdes ja estabelecidas pelo nosso grupo de pesquisa, assim como os kits
comerciais QIAmp DNA Stool Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA), PowerSoil DNA isolation
MOBIO e kit Fast DNA (Q.biogene SPIN Kit for Soil) visando a obtengdo do DNA total da microbiota
presente no petrdleo bruto. Nenhum destes protocolos produziu quantidade de DNA suficiente que
pudesse ser visualizada em gel de agarose corado com brometo de etidio (dados ndo mostrados).
Entretanto, o kit PowerSoil DNA isolation (MOBIO) ofereceu varias vantagens em relacdo aos demais
protocolos, incluindo uma maior eficiéncia de extragdo de DNA, verificada pela melhor
amplificabilidade do DNA em reacbes de PCR, e um volume inicial de amostra 10 vezes menor.

Os resultados de amplificacao do gene RNAr 16S a partir do DNA total extraido das amostras
de petréleo dos pocos GMR e PTS estdao mostrados na Figura 3.

12 3 4 5 6 7 8 9 101112 1314 15 16 c+ c- 17 18
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Figura 3. PCR do gene RNAr 16S a partir do DNA total das amostras de 6leo biodegradado, nao-biodegradado,
utilizando primers genéricos para o Dominio Bactéria. Canaletas: 1, Marcador de peso molecular /adder 1 Kb;
2, 3 e 4, PCR a partir de 0,1, 1 e 2 uL de DNA do petroleo GMR75 extraido com kit Qiagen; 5, 6 e 7, PCR a
partir de 0,1, 1 e 2 uL de DNA do petréleo GMR75 extraido com kit Fast DNA; 8, 9 e 10, PCR a partirde 0,1, 1 e
2 uL de DNA do petréleo GMR75 extraido com kit MoBIO; 11,12 e 13, PCR a partir de 0,1, 1 e 2 uL de DNA do
petroleo PTS1 extraido com kit Qiagen; 14, 15 e 16, PCR a partir de 0,1, 1 e 2 uL de DNA do petréleo PTS1
extraido com kit MOBIO, C+ Streptomyces venezuelae, utilizado como controle positivo da reacao de PCR; C -

controle negativo da reacdo de PCR (sem DNA); 17, 1 uL de DNA do petréleo GMR75; e 18, 1 uL de DNA do
petroleo PTS1.

!-.

6.

O PCR das amostras de DNA do petréleo sao de dificil execucdo, uma vez que a quantidade
de DNA extraido do petrdleo é muito baixa. Para contornar esse problema foram feitas varias
replicatas das reagbes de PCR com diferentes concentracbes de DNA. Os produtos de PCR que
pertenciam ao mesmo poco, provenientes de reacdes independentes, foram combinados em um
mesmo tudo de 1,5 mL e o volume foi concentrado em speed vacuum. A Figura 4 mostra a banda
correspondente ao fragmento do gene RNAr 16S amplificado a partir das amostras GMR75 e PTSH1,

apds concentragdo em speed vacuum.

25



v

U - .

B
-

i { - - -.I-’ :".f .
i L ‘ l --

Figura 4: Canaletas: 1 e 4, Marcador de peso molecular ladder 1 Kb; 2, produto de PCR do gene RNAr 16S do
poco GMR75; 3, produto de PCR do gene RNAr 16S do poco PTS1; 5 e 6, bandas recortadas do mesmo gel
para purificacdo em colunas GFX.

A amplificacédo do gene RNAr 16S de arqueias foi ainda mais dificil de ser obtida que o de
bactérias. Ao todo foram usadas 3 combinacdes de pares de primes diferentes (20f e 1017r, 46f e
1017r e 46f e 915r), de acordo com os dados da literatura, e testados 2 programas diferentes. A
Figuras 5 mostra os testes feitos com diferentes combinag¢des de primers e programas na tentativa de
obter amplificacdo do gene RNAr 16S de arqueias. A combinacao de primers 46f e 915r com o
programa ARC3 foi bem sucedida e permitiu a visualizagdo de bandas intensas de tamanho
esperado, correspondentes a amplificacao do gene RNAr 16S, quando a estratégia de nested-PCR
foi empregada (Figura 5, canaletas 14 a 19).
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Figura 5. PCR do gene RNAr 16S de arqueia a partir do DNA total das amostras de 6leo do pogco GMR75 e do
poco PTSH1, utilizando diferentes pares de primers. Canaletas: 1,6 e 13 Marcador de peso molecular /adder 1
Kb; 2, 3, 4 e 5 amplicons obtidos com os primers 20F e 1017r e programa Arc2 a partir do poco GMR75, poco
PTS1, controle positivo (C+ Pirococcus worsei) e controle negativo (C-), respectivamente; 7, 8, 9, 10, 11 e 12,
amplicons obtidos com os primers 46F e 1017r e programa Arc2 a partir da amostra de DNA do GMR75, do
PTS1, da amostra de PCR (Nested) anterior de GMR75, do PTS1, C+ e C-, respectivamente; 14, 15, 16, 17, 18,
19, amplicons obtidos com os primers 46F e 915r e programa ARC3 a partir da amostra de DNA do GMR75, do
PTS1, da amostra de PCR anterior de GMR75 e PTS1 (Nested), a partir da amostra de PCR anterior de GMR75
e PTS1 (Nested) diluido 1/50, respectivamente.
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Os produtos de PCR resultantes das diferentes replicatas de reacdo foram combinados,
aplicados em eletroforese em gel de agarose e, apds excisdo das bandas, foram purificados em
colunas GFX. Este procedimento permitiu obter produtos de amplificacdo do gene RNAr 16S de

arqueias com qualidade e quantidade adequadas para clonagem (Figura 6).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

_h---' al - 5 .
— - . |
- - — —
— - T = posi: |
== — [SHE |
.._._...-“h\r‘ H }
-

Figura 6. Canaletas: 1 e 7, Marcador de peso molecular /adder 1 Kb; 2 e 3 ,amplicon do gene RNAr 16S de
arqueia do poco GMR75; 4 e 5, amplicon do gene RNAr 16S de arqueia do poco PTS1, 6, controle positivo C+;
8 e 9, bandas recortadas do mesmo gel para purificacdo em colunas GFX para as amostras do poco GMR75;
10 e 11, bandas recortadas do mesmo gel para purificagdo em colunas GFX para as amostras do poco PTS1.

6.3 Construcao de bibliotecas do gene RNAr 16S e seqlienciamento

A andlise das sequéncias de ambas as bibliotecas revelou uma diversa populagdo de
bactérias. Neste estudo, foram analisados um total de 129 clones para o poco GMR75
(biodegradado) e 140 clones para o po¢co PTS1 (ndo biodegradado), com qualidade para analises
subsequentes por inferéncia filogenética.

No pogco GMR75 pelo menos 35 géneros bacterianos distintos, distribuidos dentre 8 filos
(Firmicutes, Proteobacterias, Actinobacteria, Spirochaetes, Deferribacteres, Bacteroidetes,
Thermotoga e Synergistetes) foram encontrados na biblioteca de genes RNAr 16S (Tabelas 4 e 5;
Figura 7). O poco PTS1, apesar de ser considerado um poc¢o nao-biodegradado, apresentou uma
microbiota com grande diversidade de bactérias. Neste caso, 31 géneros diferentes foram
encontrados, entre elas classicas degradadoras de hidrocarbonetos (Tabelas 4 e 5). Nao obstante, a
diversidade observada em niveis taxondmicos mais baixos foi menor do que aquela encontrada no
poco biodegradado GMR75, uma vez que apenas 5 filos bacterianos foram identificados (Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi e Thermotoga) (Figura 8).

A andlise das sequéncias indicou que os géneros mais abundantes no poco GMR75 foram
Deferribacteres (12,4%), Acinetobacter (11,6%) e Leuconostoc (8,5%), € no poco PTS1 os géneros
mais abundantes foram Geobacillus (30%), Leuconostoc (15,7%) e Petrotoga (12,8%) (Tabelas 4 e
5).
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Tabela 4. Géneros mais préximos de Proteobactérias encontrados nas bibliotecas dos pocos GMR75 e
PTS1,ndmero de clones em cada género e % de similaridade com as linhagens encontradas no banco de dados

Blastn.
Filogenia Grupos N°de clones % de similaridade
GMR75 PTS1
Alfaproteobacteria Rhizobium 2 3 99
Alfaproteobacteria Methylobacterium 0 3 99
Alfaproteobacteria Paracoccus 0 1 99
Alfaproteobacteria Pseudovibrio 0 1 99
Alfaproteobacteria Xanthobacter 1 0 99
Betaproteobacteria Achromobacter 0 4 99
Betaproteobacteria Dechlorosoma/Azospira 8 0 99
Betaproteobacteria Hydrogenophilus 0 1 99
Betaproteobacteria Petrobacter 0 1 96
Betaproteobacteria Thauera 2 5 99
Gamaproteobacteria  Acinetobacter 15 1 96-100
Gamaproteobacteria  Citrobacter 0 2 99
Gamaproteobacteria  Lysobacter 0 1 100
Gamaproteobacteria  Rahnella 1 4 97-99
Gamaproteobacteria  Pseudomonas 4 1 99
Gamaproteobacteria  Stenotrophomonas 1 0 99
Deltaproteobacteria Geobacter 1 0 98
Deltaproteobacteria Pelobacter 1 0 98
Deltaproteobacteria Syntrophorhabdaceae 1 0 98
Deltaproteobacteria Syntrophus 1 0 95
Deltaproteobacteria Syntrophaceae, nao cultivada 1 0 98
Deltaproteobacteria Bactéria ndo-cultivada 3 0 97
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Tabela 5. Géneros mais préximos de outros Filos encontrados nas bibliotecas dos pocos GMR75 e PTSH1,
numero de clones em cada género e % de similaridade com as linhagens encontradas no banco de dados
Blastn.

N° de clones
Filogenia Grupos % de similaridade
GMR75 PTS1

Actinobacteria Actinomyces 0 1 93
Actinobacteria Brevibacterium 1 0 99
Actinobacteria Corynebacterium 0 1 99
Actinobacteria Curtobacterium 0 1 99
Actinobacteria Dietzia 3 0 97-100
Actinobacteria Kocuria 2 6 99-100
Actinobacteria Propionibacterium 1 5 98-99
Actinobacteria Rubrobacter 2 0 99
Actinobacteria Streptomyces 4 1 98-99
Actinobacteria Bactéria ndo-cultivada 0 1 99
Bacteroidetes Bacteroides 1 0 95
Bacteroidetes Petrimonas 1 0 99
Chloroflexi Chiloroflexi 0 1 95
Deferribacteres Calditerrivibrio 9 0 94-95
Deferribacteres Deferribacteres 16 0 98-99
Firmicutes Acetivibrio 0 1 99
Firmicutes Clostridium 0 1 99
Firmicutes Geobacillus 0 42 97-99
Firmicutes Lactobacillus 0 2 98
Firmicutes Lactococcus 4 1 99
Firmicutes Leuconostoc 11 22 98-99
Firmicutes Oxobacter 2 0 91
Firmicutes Paenibacillus 0 7 99
Firmicutes Staphylococcus 1 2 99-100
Firmicutes Streptococcus 2 1 97-99
Firmicutes Veillonella 1 0 99
Firmicutes Weissella 10 0 97-99
Spirochaetes Spirochaetales, nao-cultivada 10 0 98-99
Synergistetes Aminanaerobia, nao cultivada 4 0 96-99
Thermotoga Petrotoga 1 18 98-99
Thermotoga Thermotogae, nao cultivada 1 0 97

A andlise de diversidade de arqueias sé foi possivel para o poco GMR75. Neste caso, 100%
dos clones banco de genes RNAr 16S se mostraram afiliados a familia Methanomicrobiaceae. As
espécies mais proximas encontradas foram Methanofollis liminatans e Methanofollis tationis (Anexo
1). Infelizmente, o sequenciamento dos clones do poco PTS1 nao foi bem sucedido mesmo apds
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inUmeras tentativas, tanto com os primers M13r e M13f, como com os primers especificos de
arqueias (exemplo no Anexo 2).

A aplicacao de primers universais para a amplificagdo direta por PCR de genes RNAr 16S a
partir do DNA de comunidades microbianas, associada as metodologias de clonagem e
sequenciamento, tem gerado uma vasta quantidade de dados, redefinindo a diversidade procariética
(Green & Keller, 2006).

Ambos os pocgos de petroleo estudados tém a caracteristica de serem pocos de extracao
primario, onde ndo houve a injecao de agua para a recuperagao secundaria do petroleo, sugerindo
que os componentes da microbiota detectados através das abordagens utilizadas sdo organismos
indigenas aos po¢os.

A maioria dos géneros de bactérias detectados nos pocos GMR75 e PTS1 foi encontrada
através da abordagem independente de cultivo. No entanto, alguns géneros, como Janibacter,
Georgenia, Saccharopolyspora, Tessaracoccus, Brevundimonas e Brachymonas nao foram
recuperados utilizando esta abordagem, sugerindo a necessidade de sequenciamente de um numero
maior de clones para que se possa cobrir toda a diversidade presente na amostra. Estes dados
demonstram que uma visdo mais abrangente da diversidade microbiana no 6leo, assim como em
outros ambientes, pode ser obtida usando uma combinagao das técnicas convencionais baseadas em
cultivo com as técnicas moleculares independentes de cultivo, corroborando resultados prévios
reportados por outros autores (Chandler et al., 1997; Stephen et al., 1996; Sette et al., 2007).

30



Synergistetes3.1% Actinobacteria10.1%

Thermotoga 1 .G%FL %

Bacteriodetes 1.6%

fhibacter 19.4%
b B Actinobacteria

Proteobacteri B Bacteroidetes

W Deferribacter

B Spirochaetes

B Firmicutes

B Proteobacteria
Thermotoga

Synergistetes

Spirochaetes 7.8%

Firmicutes24%

Pogo GM R75 Bactéria N= 129

Figura 7. Diversidade de filos bacterianos encontrados na biblioteca de genes RNAr 16S da amostra de 6leo do
poco GMR75.
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Figura 8. Diversidade de filos bacterianos encontrados na biblioteca de genes RNAr 16S da amostra de 6leo do
poco PTS1.

31



6.4 Significancia ecoldgica dos membros dominantes das comunidades

De acordo com a revisdo na literatura, os filos encontrados em ambos os pocos ja foram
citados em ambiente petroliferos, a saber: Actinobacteria, Bacteroidetes, Spirochaetes, Synergistetes,
Deferribacteres, Chloroflexi, Firmicutes, Proteobacteria e Thermotogae.

O Filo Actinobacteria foi encontrado em ambos os pocos estudados (Figura 10). Estas
bactérias ja foram identificadas em diversos pocos de petréleo ao redor do mundo, e sédo bem
conhecidas como degradadoras de hidrocarbonetos (Nazina et al.,, 2002; Zrafi-Nouira et al., 2008;
Rouviére et al., 2003; Salinas et al., 2004). Dietzia, uma das espécies detectadas, ja foi isolada e
caracterizada em estudos anteriores por nosso grupo de pesquisa a partir de éleos da Bacia de
Campos, e demonstrou excelentes atividades de lipases, esterases e monooxigenase (Vasconcellos,
2006; Vasconcellos et al., 2009). Streptomyces spp. ja foram isoladas de reservatorios de petrdleo e
caracterizadas quanto ao potencial degradador aerdbio de hidrocarbonetos (Radwan et al., 1995,
1998), no entanto em trabalho publicado por (Sette et al., 2007) foi detectado que a maior abundancia
deste género foi relacionado a po¢os ndo-biodegradados o que sugere que estes organismos ndo sao
0s principais responsaveis pela degradacao de hidrocarbonetos nos pogos de petréelo.

Bacteroidetes, Spirochaetes, Synergistetes e Deferribacteres foram filos encontrados somente
no poco GMR75 (Figura 10). Bacteroidetes e Spirochaetes ja foram descritos em ambientes
petroliferos e em culturas de enriquecimentos inoculadas com 6leo. Sao fermentadores de produtos
da degradacao anaerdbia de hidrocarbonetos, como, acidos organicos de cadeia curta, em acetato ou
H, (Schink et al.,1997; Grabowski et al., 2005; Zrafi-Nouira et al., 2008; Dahle et al., 2008; Wrighton,
2005). No entanto, esta fermentagdo s6 é energeticamente favoravel quando as concentragdes de
acetato e hidrogénio sdo mantidas baixas pelos organismos acetotréficos e hidrogenotréficos (Schink
et al, 1997; Dojka et al.,1998). As Synergistetes incluem bactérias recentemente descritas por
Yamane e colaboradores (2008) em amostras de 6leo bruto oriundas da China. Por fim as
Deferribacteres que sao bactérias ferro-redutoras acetoclasticas e ja foram descritas em pocos de
petréleo ao redor do mundo (Pham et al, 2009). Nove clones dentre as Deferribacteres foram
associados ao género Calditerrivibrio. Nao ha descricdo na literatura desses organismos em petréleo,
sendo o Unico registro deste género em fontes termais do Japao (lino et al., 2008), com crescimento
6timo a 55°C. Isto torna esse resultado especificamente interessante, uma vez que todos os clones
relacionados a este género apresentaram menos de 95% de similaridade com sequéncias
depositadas no banco de dados GenBank, sugerindo que esta possa ser uma espécie nova do
género de ocorréncia em petroleo.

O Filo Chloroflexi foi encontrado apenas no pogo PTS1 e contou com apenas 1 clone (Figura
10). Essas bactérias eram previamente conhecidas como bactérias verdes nao relacionadas ao
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enxofre (green nonsulfur bacteria). Sao ubiquas no ambiente e desempenham um papel importante
na degradacédo de macromoléculas(Schink et al.,1997; Wrighton, 2005).

O Filo Thermotogae foi detectado em ambos os pocos (Figuras 10), sendo Petrotoga o género
representado. Estas bactérias sdo anaerodbias, fermentadoras, halofilicas moderadas e caracteristicas
de pocos de petrdleo, sendo consideradas por muitos autores como bactérias indigenas a este
ambiente. Ja foram descritas em diferentes pocos de alta temperatura ao redor do mundo, em alto
mar no Congo e no Golfo do México (Miranda-Tello et al., 2004; 2007).

Representantes do Filo Firmicutes foram encontrados em ambos o0s pocos, relacionados as
Classes Bacilli e Clostridia (Figura 9). Com relacdo a Classe Bacilli os géneros Lactococcus,
Leuconostoc, Staphylococcus e Streptococcus foram comuns em ambos os poc¢os. Estes sdo cocos
Gram positivos ndo formadores de endoesporos e anaerdbios facultativos. A presenca de
Leuconostoc e Staphylococcus ja foi descrita em petroleo em estudo anterior (Sette et al., 2007).
Alguns autores demonstraram a utilizacdo de Leuconostoc em processos de recuperagao melhorada
de 6leo, conhecidos pela sigla de MEOR (Microbial Enhancement Oil Recovery) (Behlu™ Igil &
Mehmetogelu et al., 2002). Ainda da familia das Leuconostoc foram encontrados 10 clones afiliados
ao género Weissella, nao existem relatos da presenca dessas bactérias em petroleo até entao.
Clones afiliados aos géneros Geobacillus, Paenibacillus e Lactobacillus foram encontrados apenas no
poco PTS1. Geobacillus foi o género mais abundante neste pogo, com 42 clones. Estas bactérias séo
termofilicas, algumas degradadoras de hidrocarbonetos ja descritas em pogos de petréleo de alta
temperatura. Outras linhagens podem estar associadas a degradacao de parafina nos reservatorios
(Chamkha et al., 2008; Sood & Lal, 2007; Liu et al., 2008). Da classe Clostridia, os géneros
Oxobacter, Veillonella e clones proximamente relacionados ao género Desulfotomaculum foram
encontrados apenas no po¢co GMR75 e os géneros Acetivibrio e Clostridium foram encontrados
apenas no pogco PTS1. Os membros dessa classe sao anaerdbicos termofilicos ou mesofilicos ja
descritos em pocos de petréleo (Yamane et al., 2008), podendo ser organismos indigenas capazes
de suportar altas temperaturas e pressao.

O Filo Proteobacteria foi representado por clones pertencentes as classes Alfa, Beta, Gama e
Deltaproteobacteria (Figura 11). No entanto, as deltaproteobacterias foram encontradas somente no
poco GMR75. Cinco géneros, Thauera, Acinetobacter, Pseudomonas, Rhizobium e Rahnella, foram
encontrados em ambos o0s pocos. Thauera spp. sao bactérias desnitrificantes, anaerdbias
facultativas, importantes oxidadoras do tolueno em benzoyl-CoA, o qual € um intermediario central no
catabolismo anaerdébico de compostos aromaticos (Leuthner et al, 1999). Pseudomonas e
Acinetobacter sao bem conhecidas como hdabeis degradadoras aerdbias de hidrocarbonetos e
amplamente descritas em ambientes associados a petréleo (Bachoon et al., 2001; van Beilen et al.,
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1994, Bach et al.,, 2003). Rahnella foi detectada recentemente em enriquecimentos de petréleo
(Vasconcellos et al., 2010).

Além das deltaproteobacterias, os clones relacionados a Xanthobacter (alfaproteobacteria),
Stenotrophomonas (gamaproteobacteria) e Dechlorosoma/Azospira (betaproteobacteria) foram
exclusivos ao pogo GMR75. Uma espécie do género Xanthobacter, Xanthobacter
polyaromaticivorans, descrita por Hirano (2004), é capaz de degradar compostos heterociclicos
aroméaticos contendo enxofre em lodo de refinaria de petréleo. Stenotrophomonas spp. ja foram
previamente identificadas em reservatorios e ambientes contaminados com petréleo (Yoshida et al.,
2005). Bactérias relacionadas aos géneros Dechlorosoma/Azospira sao conhecidas por serem
capazes de gerar oxigénio molecular através da reducao de “(per)cloratos” em anaerobiose (Waller et
al., 2004), podendo representar uma fonte de oxigénio biogénico em ambientes anaerdbicos, o que
levanta a hipétese da possivel formacéao de ilhas de respiracdo aerdbia em comunidades petroliferas.

Das proteobactérias encontradas exclusivamente no poco PTS1 estdo Methylobacterium,
Paracoccus, Pseudovibrio, Achromobacter, Hydrogenophilus, Petrobacter, Citrobacter e Lysobacter.
Methylobacterium spp. ja foram encontradas em poc¢os de petroleo na Bacia de Campos, Brasil (Sette
et al., 2007) e em pogos ndo biodegradados do oriente médio (Yamane et al., 2008). Paracoccus
spp. foram encontrados em solo contaminado com petréleo e possuem capacidade degradadora de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Davis et al., 1969; Zhang et al., 2004). Um clone relacionado
a Pseudovibrio que sao bactérias desnitrificantes, transformam NO3; e NO, em NoO e N,. Dois clones
relacionados ao género Petrobacter (Salinas et al., 2004), sdo bactérias redutoras de nitrato
moderadamente termofilicas isoladas de pocos de petréleo da Australia. Cinco clones foram afiliados
ao género Achromobacter (Mulkins-Phillips et al.,1974), em artigo publicado por Vasconcellos e
colaboradores (2009) também detectaram Achromobacter em amostras de petréleo néo-
biodegradado e moderadamente biodegradado, no entanto uma espécie, Achromobacter
xylosoxidans, foi isolada de poco de petréleo altamente biodegradado, o que indica uma presenca
bastante ampla em reservatérios de petréleo. Esta ultima possui especial habilidade de degradar
biomarcadores de petréleo como o “colestano”. Hydrogenophilus, Lysobacter e Citrobacter nao
possuem descricao na literatura de sua presenca em 6leo bruto.

As arqueias metanogénicas, encontradas apenas no po¢co GMR75, ja foram detectadas em
diversos reservatoérios ao redor do mundo (Dahle et al., 2008; Grabowski et al., 2005; Yamane et al.,
2008). Li e colaboradores (2007) encontraram arqueias metanogénicas em amostras de agua de
formacdo de reservatdrio de petroleo terrestre de alta temperatura. Em outro estudo, Pham e
colaboradores (2009) detectaram estes organismos em agua de formacao de reservatério de petréleo
mesotérmico. As arqueias metanogénicas tém um importante papel no processo terminal de

degradacao dos hidrocarbonetos em reservatérios de petréleo.
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6.5 Hipoteses para o processo de degradacao de hidrocarbonetos

De acordo com Stams (1994), a possivel sequéncia de eventos capaz de explicar a
degradagdo de moléculas organicas complexas em anaerobiose a diéxido de carbono e metano,
requer a acado de trés grandes grupos metabdlicos de bactérias: Fermentadoras, Sintréficas
Acetogénicas e Metanogénicas.

Do grupo das bactérias fermentadoras foram encontradas em ambos os pogos bactérias ja
descritas em ambientes petroliferos, como Leuconostoc e Petrotoga. Entretanto, ndo se sabe bem a
partir de quais moléculas elas sdo capazes de crescer em reservatorios.

Algumas hipo6teses de degradacao de hidrocarbonetos em anaerobiose ja foram levantadas
(tendo como aceptores finais de elétrons nitrato, ferro ou sulfato), sendo que mecanismo de ativagao
mais comum detectado em diversos sistemas fisiol6gicos de anaerdbios é a incorporacao de um
radical fumarato nos hidrocarbonetos a qual gera produtos com succinato na molécula, capazes de
entrar na B-oxidacdo. Os artigos de Widdel e colaboradores (2001) e Aitkens et al. (2004) ilustram
bem os tipos de biodegradacdo em anaerobiose conhecidos, bem como algumas bactérias
envolvidas, capazes de gerar precursores organicos para o metabolismo de outras bactérias. Por
outro lado, Slobodkin e colaboradores (1999), mostraram que algumas linhagens tém a capaciadade
de crescer (quimio)litotroficamente com auxilio de hidrogénio molecular e ferro, sendo portando estes
micro-organismos independentes da presenca de hidrocarboneto mas possivelmente associado a
mistura do petréleo contribuindo para o manutencao do consorcio (Stevens et al., 2006).

Ja os produtos da fermentagédo, como acidos graxos maiores que dois atomos de C, alcoois
maiores que um atomo de carbono e acidos graxos aromaticos, compostos possivelmente oxidados
no metabolismo acetogénico, seriam a base da cadeia metabdlica para as bactérias seguintes do
consorcio (Schink et al., 1997).

Em ambientes metanogénicos a degradacao de hidrocarbonetos supostamente ocorre pela
associacao sintréfica (processo no qual uma espécie utiliza como substrato produtos do metabolismo
de outras espécies) entre bactérias acetogénicas (Syntrophus), as quais metabolizam
hidrocarbonetos (ou compostos menores resultantes do metabolismo das fermentadoras) em acetato
e H,, e micro-organismos metanogénicos que utilizam estes compostos - acetato e Hy/ CO, — e
formam metano como produto final. Esse mecanismo foi proposto para a degradagdao de compostos
monoaromaticos e alcanos em anaerobiose (Zengler et al.,1999). Recentemente, Jones e
colaboradores (2008) validaram o estudo da degradacdo de 6leo bruto em anaerobiose pela via
metanogénica de reducédo de CO, e H,, a qual foi dado o nome de MADCOR. Ainda neste estudo,
verificou-se que a maior parte da degradacdo de hidrocarbonetos era feita pela via metanogénica
hidrogenotréfica (75-92%), a qual utiliza o H, ao invés de acetato para a produgdo de metano,
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indicando que o acetato deva ser oxidado sintroficamente em CO, e hidrogénio antes de ser
convertido em metano. Estes resultados fortalecem as evidéncias anteriores de que para ocorrerem
as reacdes acetogénicas é essencial que haja uma baixa presséo de H, (da ordem de 10 atm), para
que as reacgdes sejam termodinamicamente favoraveis (AG < 0) (Schink et al., 1997; Stams et al.,
2006).

Comparando as comunidades microbianas das amostras de 6leo dos pocos em estudo, é
possivel identificar alguns grupos de micro-organismos chaves na cadeia ecoldgica de degradacao de
hidrocarbonetos no pogo GMR75. Da via destacada acima, que envolvem Fermentadoras ->
Sintréficas acetogénicas > Metanogénicas, foram encontrados representantes dos trés grupos no
poco biodegradado (GMR75), ao passo que no pog¢o nao-biodegradado (PTS1) somente as
fermentadoras foram detectadas.

Das intermedidrias sintréficas acetogénicas, foram encontrados 8 clones afiliados a Classe
Deltaproteobacteria, sendo 3 desses clones proximamente relacionados com bactérias do género
Syntrophus, similares aquelas encontradas em estudos prévios (Zengler et al., 1999; Jones et al.,
2008). Outros 4 clones representantes do Filo Synergistetes também foram encontrados, os quais
possivelmente exercem o mesmo papel ecoldégico de produtores de acetato no ambiente (Pham et al.,
2009). Estas bactérias, conhecidas como homoacetogénicas, sdo capazes de catalizar a formacao de
acetato (CH3;COQ") a partir de unidades de Carbono (C1), como CO, (Diekert et al., 1994). Estas
bactérias também foram descritas recentemente por Yamane e colaboradores (2008) em 6leo bruto
oriundo da China. Segundo estes autores, as Synergistetes parecem estar bem adaptadas a
condicdes de alta teamperatura, alta pressao e anaerobiose, podendo ser indigenas a reservatorios
de petroleo.

Um caso especial foi relatado por Shink e colaboradores (1997) de bactérias
homoacetogénicas da linhagem AOR, que podem realizar tanto a formagao quanto a degradacéao de
acetato, em ambas as direcdes, provavelmente com o mesmo aparato bioquimico, dependendo
simplesmente das concentragées dos substratos e dos produtos. Podem ainda, sintetizar ATP em
ambas as direcoes, ilustrando o qudo proximo do equilibrio termodindmico é o metabolismo
energético das bactérias anaerdbias no subsolo.

Por fim, foram encontradas arqueias metanogénicas afiliadas a Familia
Methanomicrobiaceae, e proximamente relacionadas ao género Methanofollis e a um isolado obtido
de cultura priméaria de agua de formacao proveniente do depdsito de 6leo Gangxi, na Russia (no. de
acesso no Genbank GU129125). Estas arqueias sdo cocos irregulares, mesofilicas, ja foram isoladas
de reatores de degradacao de butirato e tém a caracteristica de produzirem metano apenas pelo
consumo de H,, o que caracterizaria o final da rota de degradacao anaerébia dos hidrocarbonetos
(Zellner et al., 1999).
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Vale ressaltar ainda a grande abundéancia de bactérias ferro-redutoras do Filo Deferribacteres
(representadas por 15 clones de bactérias ndo cultivadas e 9 clones do género Calditerrivibrio), que
utilizam o acetato em seu metabolismo, o que reforca a hipdtese da presenca de um intermediario
acetogénico na comunidade, necessario para sustentar a populagcao dessas acetoclaticas (Hori et al.,
2007). A utilizacao do acetato pelas ferro-redutoras é outro fator que reforca a idéia de que a
metanogénese nos pocgos estudados deva ser principalmente hidrogenoclastica, pois a redugéao do

ferro Ill € mais energética que a metanogénese acetocldstica e as ferro-redutoras poderiam ter
acesso mais rapidamente ao carbono do acetato do que estas ultimas (Achtnich et al.,1995; Peters et
al., 1996).

Quanto ao potencial aerdbio de biodegradacdo nos pogos, de acordo com as linhagens
encontradas e comparando-as aquelas ja levantadas na literatura, notamos a ocorréncia de classicas
biodegradadoras em ambos o0s pocos. No entanto, pela abundancia observada de clones
representantes de bactérias degradadoras, como Acinetobacter, Thauera, Dietzia, Streptomyces e
Pseudomonas, pode-se inferir um possivel maior potencial degradador para a comunidade presente
no pogco GMR75.
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Figura 9. Analise filogenética baseada nas sequéncias do gene RNAr 16S das bibliotecas de clones dos pogos
GMR75 e PTSH1, representando membros do filo Firmicutes e micro-organismos relacionados recuperados das
bases de dados. Valores de bootstrap acima de 70 estao representados nos nés. Methanobacterium formicicum
foi utilizada como outgroup. Numeros entre parénteses indicam clones adicionais com 297% de similaridade de
sequéncia com o clone representado na arvore.
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Figura 10. Andlise filogenética baseada nas sequéncias do gene RNAr 16S das bibliotecas de clones dos
pocos GMR75 e PTS1, representando membros dos filos Actinobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes,
Spirochaetes, Deferribacteres, Synergistetes, Thermotogae e micro-organismos relacionados recuperados das
bases de dados. Valores de bootstrap acima de 70 estao representados nos nés. Methanobacterium formicicum
foi utilizada como outgroup. Numeros entre parénteses indicam clones adicionais com 297% de similaridade de
sequéncia com o clone representado na arvore.
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Figura 11. Andlise filogenética baseada nas sequéncias do gene RNAr 16S das bibliotecas de clones dos
pocos GMR75 e PTS1, representando membros do filo Proteobacteria e micro-organismos relacionados
recuperados das bases de dados. Valores de bootstrap acima de 70 estdo representados nos ndés.
Methanobacterium formicicum foi utilizada como outgroup. NUmeros entre parénteses indicam clones adicionais
com 297% de similaridade de sequéncia com o clone representado na arvore.

40



6.6 Analises de diversidade

O programa Libshuff foi usado para comparar a diversidade filogenética entre as bibliotecas
GMR75 e PTS1, bem como a cobertura obtida com relagdo as amostras ambientais. Duas bibliotecas
sdo consideradas diferentes se suas curvas de cobertura homédloga e heterdloga diferem
significativamente (Singleton et al, 2001). Essa analise permitiu mostrar estatisticamente que ha
diferengas significativas entre as bibliotecas de genes RNAr 16S das amostras de éleo, com valor de
P igual a 0.001 para ambas as amostras (Figura 12, A e B).

A) Curvas de cobertura para GMR75 (X) comparada ao PTS1 (Y) Figura 12.Comparagdo da cobertura
genética entre as bibliotecas dos
1 A— 03 pogos GMR75 e PTS1.
o2 v _ A- Cobertura homologa GMR75 (linha
08 ) y 925 e circulos azuis) e cobertura
g / heteréloga representada pela linha
o 02 vermelha. Linhas verdes indicam o
5 06 . ¢ valor de (Cx-Cxy)? para a amostra
2 - Coberting homaiozs 00 e original e linha roxas2 mostram
6 ) o1 P=0,001 de valores (C,-Cxy)” para uma
" =— Cobertura heterdloga (XY) i
04 amostragem randomizada.
Fi delta-C i
03 = ’
v ——95% delta-C
0.2
0,05
014 4
o~ T (1]
(1] 01 02 03 o4 05
Distancia evolutiva
Curvas de cobertura para PTS1 (X) comparada ao GMR75 (Y’ P .
B) P 04 comep " B- Cobertura homéloga PTS1 (linha e
circulos azuis) e cobertura heteréloga
oo Gz5 representada pela linha vermelha.
o R Ganann Linhas verdes indicam © valor de
09 ¥l (Cx+-Cxy)? para a amostra original e
aad 2L & " linha roxas mostram P=0,001 de
; J valores (Cx-Cxy) para uma
07 amostragem randomizada
5 06 1t 0,15 ‘é
2 ‘ Z ®
8 05 Cobertura homaéloga (X} -
' *— Cobertura heterdloga (XY)
o4 »d 01
delta-C
03
95% delta-C
[i ] 005
o1
[i] 01 02 03 oA 05

Distincia evolutiva 41



A andlise da distribuicdo de (Cx-Cxy)? (diferenca entre os bancos) ao longo da distancia
taxonémica (D) revelou que os valores calculados para os dados reais (linhas verdes) excederam os
valores calculados usando os dados randomizados (linhas roxas) em distancias taxonOGmicas
menores que 0,23, no caso da analise de GMR75 X PTS1 (quanto da diversidade da biblioteca
GMR75 esta representada na biblioteca PTS1) (Figura 12A). Estes resultados mostraram que as
bibliotecas diferiram em niveis taxondmicos desde sequéncias proximamente relacionadas, como
linhagens e espécies, até taxa mais baixos, como filos. Isto é explicado pelo fato de varios filos
presentes na biblioteca GMR75 n&o terem sido observados na biblioteca PTS1. A curva de cobertura
homologa mostrou que a biblioteca GMR75 apresentou altas estimativas de cobertura para distancias
taxonémicas D = 0.20, como filo. Isso indica que mesmo que um numero maior de sequéncias fosse
analisado, novos filos provavelmente nao seriam detectados.

A biblioteca PTS1, por outro lado, apresentou altas estimativas de cobertura para distancias
taxondmicas D = 0,13, sugerindo que taxa como ordens e classes foram totalmente amostrados na
biblioteca (Figura 12B). A andlise da cobertura heteréloga de PTS1 X GMR75 revelou que as
bibliotecas diferiram em niveis taxonédmicos D < 0,10, como espécies, géneros e familias. Neste caso,
taxa mais inferiores como ordens, classes e filos da biblioteca PTS1 estdo contidos na biblioteca
GMR75.

Entretanto quando a distancia considerada € de 0,03 (nivel de espécie), fica clara a necessidade
de aumentar o esforgo amostral a fim de cobrir a diversidade de espécies de ambas as amostras,
GMR75 e PTS1, ou seja, se uma quantidade maior de clones fosse sequienciada, novas unidades
taxon6micas operacionais (UTQ’s) ou “espécies” ainda seriam encontradas.

As UTO'’s identificadas com auxilio do Programa DOTUR foram utilizadas para o calculo dos
estimadores de riqgueza Chao e Ace e do indice de diversidade Shannon. As curvas foram obtidas
para os diferentes niveis de distancia taxonémica (D) entre as sequéncias, sendo o valor 0,2
correspondente a distancia filogenética observada entre filos, o valor 0,1 correspondente a distancia
filogenética observada entre as ordens, 0,05 entre os géneros e 0,03 entre as espécies.
Considerando o valor de D = 0,03, foram definidas 63 UTO’s no pogo GMR75, sendo 40 singletons e
10 doubletons; e 47 UTO’s no poco PTS1, sendo 27 singletons e 8 doubletons.

A analise de sequéncias do gene RNAr 16S aliada ao uso de estimadores ndo paramétricos
permite comparagfes diretas entre membros de diferentes comunidades (Schloss e Handelsman,
2006). O indice de Shannon da um peso maior para as espécies mais abundantes na amostra, sendo

menos sensivel a riqueza de espécies.
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Tabela 6. indice de diversidade e estimadores de riqueza das bibliotecas de genes RNAr 16S obtidas das
amostras de 6leo dos pocos GMR75 e PTS1. A classificacdo das sequéncias foi baseada no valor de cutoff de
0,03 determinado pelo DOTUR.

Amostra Dados ACE Chao Shannon
Observados
GMR75 63 179,136 153,214 3,9925
PTS1 47 135,041 104,375 3,5952

O calculo do indice de diversidade Shannon revelou valores de diversidade muito similares para
as bibliotecas de ambas as amostras de petréleo, sendo um pouco mais alto para o po¢co GMR75
(Tabela 6).

Magurran (2004) descreveu que o valor do indice de Shannon obtido a partir de dados empiricos
geralmente cai entre 1,5 e 3,5, e raramente ultrapassa 4. Baseado nos valores do indice de
diversidade encontrados na literatura para amostras de lodo (Lin et al., 2009), solo (Gremion et al.,
2003) e esponjas marinhas (Mohamed et al., 2008), os indices de diversidade das bibliotecas GRM75
e PTS1 foram considerados altos (distancia = 0.03).

Estimadores de riqueza nado paramétricos, tais como ACE (abundance-based coverage
estimators) e Chao1, foram descritos para estimar a riqueza total de filotipos (sequencias de RNAr
distintas) ou UTQO’s a partir da frequéncia de filotipos em uma biblioteca de clones (Hughes et al.,
2001). Estes indices foram usados neste estudo para estimar o numero total de UTO’s nas
comunidades de bactérias das amostras de petroleo. Os valores de ACE e Chao observados
mostraram-se maiores para a amostra GMR75, corroborando os outros dados de andlise de
composicao de comunidades discutidos anteriormente. Ndo obstante, em ambas as bibliotecas o
namero estimado de filotipos em nivel de espécie foi bem maior do que os nimeros observados (63
UTO’s no poco GMR75 e 47 UTQO’s no po¢co PTS1 (Tabela 6).

6.7 Ensaios da atividade antimicrobiana

A idéia inicial de prospeccado desses antimicrobianos era tentar estabelecer uma possivel
correlacdo entre o grau de biodegradacdo dos Oleos e a producdo de antimicrobianos por
componentes da microbiota do reservatério, na tentativa de explicar porque um pog¢o encontrado a
cerca de 500 m de profundidade (considerado raso) encontra-se biodegradado e um pogo a cerca de
800 m de profundidade (também raso) apresenta éleo nao-biodegradado. A hipétese inicial era que
membros da microbiota do poco PTS1 (ndo biodegradado) poderiam estar secretando
antimicrobianos no meio, capazes de inibir o crescimento de outras bactérias degradadoras do
petréleo.
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Foram realizados entdo os ensaios de atividade antimicrobiana utilizando isolados bacterianos
e as fragdes de cultivo, pellet e sobrenadante, conforme descrito anteriormente Linhagens de
bactérias, isoladas em estudos prévios a partir de reservatorios da Bacia de Campos e identificadas
por nosso grupo de pesquisa como pertencentes aos géneros Bacillus (8), Halomonas (1),
Micrococcus (1), Staphylococcus (1), Kocuria (1), Citreicella (1), Marinobacter (1) Achromobacter (1) e
Brevudimonas (2), somadas as bactérias isoladas a partir dos diferentes enriquecimentos aerébios
realizados no presente estudo, foram testadas umas contra as outras como produtoras de
antimicrobianos.

As fragcbes do enriquecimento, possiveis locais de acumulo de antimicrobianos, nao
apresentaram nenhum resultado de inibicdo satisfatério, sendo os experimentos realizados em trés
diferentes momentos, em duplicatas. No entanto, quando testamos as linhagens isoladas em estudos
prévios como produtoras de antimicrobianos, obtivemos resultados interessantes em relagéo a trés
linhagens de Bacillus, uma delas Bacillus firmus e outras duas Bacillus pumillus. A linhagem B. firmus
P1-1 foi a que melhor apresentou resultados, inibindo cerca de 90% das linhagens testadas, seguida
pelas linhagens distintas de B. pumilus SG-30 e SG-32 com 70% e 60% de inibicdo, respectivamente
(exemplo na Figura 13).

Figura 13. (A) Halo demonstrando a inibicdo de Bacillus thurigiensis (linhagem indicadora) por Bacillus pumilus
SG-32 (linhagem produtora); e (B) de Marinobacter sp. (linhagem indicadora) por Bacillus firmus P1-1 (linhagem
produtora).

Os biocidas tém sido considerados o método mais comum de combate a biocorrosédo de
superficies e biodeterioracdo do 6leo em sistemas fechados, como tanques de estocagem e
resfriamento (Cheung & Beech, 1996). Entretanto, o custo e o impacto ambiental destes compostos
devem ser levados em consideracdo, principalmente no caso de sistemas abertos. Bactérias
formadoras de biofilme, incluindo Bacillus, sédo capazes de proteger diferentes superficies metélicas
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através do consumo de oxigénio dissolvido e/ou através da producao de substancias antimicrobianas,
que servem para controlar as populagées competidoras no seu ambiente, e que acabam por inibir as
bactérias redutoras de sulfato (Jayaraman et al, 1999; Ornek et al, 2002). Algumas destas
substancias séo ativas apenas contra linhagens ou espécies proximamente relacionadas (Tagg et al.,
1976), enquanto outras apresentam um amplo espectro de atividade (Azuma et al., 1992). Algumas
linhagens de Bacillus ja foram identificadas como produtoras de peptideos antimicrobianos, como
gramicidina S (Azuma et al,, 1992), polymixina B (Fujita-Ichikawa &Tochikubo, 1993), indolicina e
bactenecina (Jarayaman, 1999).

Estudos realizados por Korenblun e colaboradores (2005; 2008) reportaram o isolamento de
trés linhagens de Bacillus de reservatérios de 6leos brasileiros, Bacillus subtilis (LFE-1), Bacillus
firmus (H20-1) e Bacillus licheniformis (T6-5), com capacidade de producdo de substancias
antimicrobianas (AMS). Estas AMS inibiram o crescimento de outras linhagens de Bacillus, assim
como o crescimento de consorcios de BRS recuperadas dos reservatérios.

6.8 Resultados do estudo da producao de antimicrobianos

As bactérias isoladas neste estudo a partir dos pocos petréleo GMR75 e PTS1, bem como as
fracbes dos meios de cultivo, ndo apresentaram resultados satisfatérios de inibicdo perante as
linhagens indicadoras testadas. No entanto, 3 bactérias isoladas de projetos anteriores e testadas
como indicadoras e produtoras em nosso estudo apresentaram significativa atividade de producao de
metabdlitos antimicrobianos.

6.8.1 Testes antiproliferativo in vitro

Os estudos para os testes antiproliferativos foram feitos a partir dos extratos brutos de duas
linhagens, Bacillus firmus P1-1 e Bacillus pumilus SG-32. A Figura 14 apresenta os resultados obtidos
na forma de Gréafico da Média (Mean Graph) para os valores de TGl, onde as barras expressas por
valores maiores do que zero representam linhagens de células tumorais mais sensiveis frente a droga
em relacdo a média das linhagens testadas, enquanto as barras com valores negativos representam
linhagens menos sensiveis frente a droga em relacao a média das linhagens testadas.

O valor de TGI permite avaliar a potencialidade e/ou seletividade de uma determinada
amostra. Sdo consideradas potentes as amostras que apresentam baixos valores de TGl, ou seja,
que inibem totalmente o crescimento celular em baixas concentracdes; e seletivas as amostras que
apresentam baixos valores de TGl somente para determinadas linhagens tumorais. A atividade

citocida é considerada mais interessante, ja que proporciona a eliminacdo da célula tumoral, além da
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reducdo das chances de formacao de células resistentes a substancias quimioterapicas (Petinari et
al., 2004).

Ainda, cabe ressaltar que a doxorrubicina, utilizada como controle positivo, € uma substancia
pura e sua atividade ndo deve ser comparada com misturas complexas de substancias, tais como as
de extratos brutos. Nestes casos, a atividade do extrato bruto pode ser menor ao da doxorrubicina,
talvez pelo fato da substancia responsavel pela atividade estar diluida no extrato bruto. Essa
comparacao deve ser realizada em etapas posteriores, onde os compostos isolados sao testados

frente as linhagens tumorais humanas comparando-se com quimioterapicos como a doxorrubicina.

786- 0 Renal

K562 Leucemia
HT29 Colon

OVCAROvario
f— W Doxorrubicina
PCO3 Préstata
B. firmus Hexano

NCI460 Pulma
Cl460 Pulméo m B. firmus Acetato

| TL..J.r.l.l.. :

NCI/ADRMama B B. pumilus Hexano
M CF7 Mama
UACC62 Melanoma
VERO Célula nao tumoral
1,5 -1 0,5 0 0,5 1 1,5 2

Figura 14. Resultado dos testes antiproliferativos com amostras de extrato bruto hexanico e de acetato de B.
firmus P1-1 e extrato bruto hexanico de B. pumilus SG-32. Linhagens celulares mais sensiveis aos extratos sao
visualizadas como barras a direita, enquanto células mais resistentes apresentam barras a esquerda da média.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

De acordo com a Figura 14, verificou-se que os 3 extratos brutos testados apresentaram
potencial anticancer contra algumas linhagens tumorais. Os extratos de B. firmus, representados nas
cores verdes e vermelhas, apresentaram melhores atividades anticancer que o controle doxorrubicina
contra as linhagens tumorais de HT29 célon e NCI/ADR mama, ainda apresentaram pequena
atividade anticancer contra UACC62 melanoma e 786-0 renal. O extrato bruto de B. pumilus
apresentou atividade anticancer contra linhagem UACC62 melanoma. Cabe ressaltar que estes
extratos apresentaram também um potencial citotéxico contra linhagens nao-tumorais Vero. No
entanto, estes resultados nao inviabilizam a aplicacdo potencial do composto produzido por estas
linhagens de Bacillus como agente antitumoral, pois esta inibicado pode ter sido causada por outras
moléculas eventualmente presentes nos extratos brutos. Neste sentido, novos testes usando o

composto purificado deveriam ser feitos a fim de se obter resultados conclusivos.
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A Tabela 8 apresenta os valores de TGl (Total Growth Inhibition) encontrados para as

diferentes fracbes testadas com atividade anticancer. Valores menores que 250 sdo aqueles que

apresentaram atividade anticancer nos testes, quanto mais préximo de zero maior é a capacidade

inibitério do composto. Valores acima de 250 ndo apresentaram atividade e estdo representados

apenas como >250.

Tabela 8. Valores de TGl dos extratos brutos testados contra atividade tumoral. As fragbes em amarelo foram
as que exibiram atividades antimicrobianas e estdo no grafico da média da Figura 17.

Extratos/Linhagens
Ext. part. Hexano B. pumilus 1524
Ext. part. Acetato B. pumilus 1525
Ext. Sox. Hexano B. pumilus 1526
Ext. Sox. Acetato B. pumilus 1527
Ext. Sox. Metanol B. pumilus 1528
Ext. part. Hexanico B. firmus MB 1552
Ext part. Hexanico B. firmus TSB 1553
Ext part Acetato B. firmus MB 1554
Ext part. Acetato B. firmus TSB 1555
Ext. Sox. Acetato B. firmus 1556
Ext. Sox. Hexano B. firmus 1557
Ext. Sox Metanol B. firmus 1558
Doxorrubicina

UACC62
>250
229,15
69,83
>250
>250
>250
>250
>250
>250
134,44
133,40
>250
1,38

M CF7
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

NCI/ ADR
>250
212,83
179,13
>250
>250
>250
>250
>250
>250
123,72
51,98
>250
20,12

NCl460
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
0,43

PCO3
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
2,44

OVCAR
>250
>250

249,86

>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
24,72

HT29
>250
>250
168,10
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
42,89
>250
23,98

K562
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250

VERO
>250
>250
80,78
>250
>250
>250
>250
>250
>250
97,20
63,67
>250
38,41

786-0
>250
>250
179,93
>250
>250
>250
>250
>250
>250
>250
115,90
>250
1,41

Apesar dos resultados dos testes antiproliferativos terem se mostrado mais promissores para

a linhagem Bacillus firmus P1-1, a linhagem Bacillus pumilus SG-32 foi escolhida para os testes

subsequentes de caracterizagdo do composto antimicrobiano, uma vez que apresentou halos de

inibicdo significativamente mais nitidos do que os halos observados para Bacillus firmus. Os

experimentos foram realizados em colaboracao com a Divisao de Fitoquimica do CPQBA/UNICAMP,

sob a supervisao da Dra. Mary Ann Foglio.
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6.8.2 Caracterizacdo cromatografica da substancia antimicrobiana de Bacillus
pumilus SG-32

A andlise de cromatografia de camada delgada (CCD) revelou bandas bem definidas para as
duas misturas de solventes usadas, hexano/acetato de etila e diclorometano/metanol (Figuras 15 e
16). Foram analisados os compostos correspondentes as bandas que estavam melhor definidas, que
corresponderam as amostras resultantes da extragdao por soxhlet utilizando os solventes hexano e

acetato de etila.
1 2 3 4 5

Figura 15. Perfl observado por
cromatografia de camada delgada (CCD)
eluida com mistura de solventes
Hexano/Acetato de etila (50:50) e
revelada com reagente de anisaldeido,
dos extratos brutos do sobrenadante (1:
hexano e 2: acetato de etila) e extratos
brutos da cultura com soxhlet (3: hexano,
4: acetato de etila e 5: metanol).

i 4 Figura 16. Perfil observado  por

' cromatografia de camada delgada (CCD)

L - eluida com mistura de  solventes
Diclorometano/Metanol (98:2) e revelada
com reagente de anisaldeido, dos extratos
brutos do sobrenadante (1: hexano e 2:
acetato de etila) e extratos brutos da cultura
com soxhlet (3: hexano, 4: acetato de etila e
5: metanol).

A partir dos ensaios de cromatografia de camada delgada foi possivel observar dois pontos
importantes: i) a melhor mistura de solvente para eluicao foi o diclorometano/metanol (98:2); ii) o
solvente que extraiu melhor os compostos de interesse foi 0 hexano (solvente menos polar).

Para checar a porcdo do extrato que possuia atividade antimicrobiana, foi realizado um
ensaio de bioautografia, primeiramente com revelador MTT (metiltiazol tetrazélio) sobre a placa de

CCD. O ensaio permitiu detectar duas zonas de inibigao referente ao extrato hexanico de B. pumillus
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SG-32 (Figura 17, circulos vermelhos). As outras regides mais claras visualizadas na Figura

17 enrrespondem a artefato de técnica.
A - B 1 2 3 a4

Figura 17. Bioautografia dos extratos brutos. Painel A corresponde a placa revelada com MTT e o circulo
vermelho representa a porcao do extrato que possui atividade antimicrobiana. Painel B corresponde ao perfil
observado da CCD revelada com anisaldeido, o circulo vermelho representa a porgao correspondente da placa
ao lado

Em seguida, para obter fragbes mais puras do extrato bruto, foram utilizadas as técnicas
cromatografia preparativa e separagcéo por coluna (Figura 18). A cromatografia em placa preparativa
se mostrou pouco eficiente na recuperacao de massa do composto, sendo que menos de 1 mg de
cada fracao foi recuperada, e foi entdo descartada. A separacao por coluna foi mais eficiente e foi

utilizada nos testes subsequentes.

a) Preparativa b) Separacao bor coluna

12 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 EB

Figura 18. a) CCD das fracoes recuperadas apos purificagao pela técnica de cromatografia preparativade 1 a
6 as fracbes recuperadas b) CCD das fragdes recuperadas pela purificacdo em coluna de silica. As duas
ultimas corridas EB e C-, correspondem respectivamente ao extrato bruto sem purificar e ao controle negativo,
que foi feita extracao apenas do meio de cultura sem inoculagdo de micro-organismos.
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Uma nova bioautografia foi feita a partir das fragdes recuperadas na separacao por coluna
(Figura 19).

A B

Figura 19. Bioautografia das bandas dos compostos com inibicdo. Painel A corresponde a placa revelada com
CTT (2,3,5-cloreto de trifenil tetrazolium) e Painel B representa a placa de CCD revelada com anisaldeido.
Canaleta 1: fracdo 3 separada do extrato bruto. 2:Fragéo 5 separada do extrato bruto. 3: Extrato bruto com a
presenca das bandas das fragcdes 3 e 5 com acao antimicrobiana. 4: Fracao 3 correspondente na placa de
CCD. 5: Fracao 5 correspondente na placa de CCD e 6 Extrato bruto revelado em placa de CCD. Circulos
azuis representam a fracdo 3 do extrato e os ciculos vermelhos a fracao 5.

Dos compostos isolados com atividade antimicrobiana, foram recuperados 16,2 mg do
composto da fracédo (3) e 9,0 mg do composto da fracao (5), correspondentes as zonas de inibicdo da
Figura 19.

Em seguida, foi feita uma analise por cromatografia gasosa acoplada a detector de massas
CG-EM, na tentativa de elucidar a classe das moléculas em questdo, Figuras 20 e 21. Os
fragmentogramas dos picos visualizados nos cromatogramas estao destacados na Tabela 9.
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Abundance

TIC: F-3.D\data.ns

36.986 43.503

40000

35000

30000

25000

33.496

20000

15000
4.256
4.019

10000

5000

77— [ [ T [
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
Time—

Figura 20. Perfil cromatografico observado por CG/EM da Fragao 3 do extrato Hexanico de B. pumilus SG-32.

Abundance
TIC: F-5-6.D\data.ns
30000 43.501
25000
20000 36.984
54.933
15000
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“4.U 6.519 33.497
10004118
5000 Wi
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Time—

Figura 21. Perfil cromatografico observado por CG/EM da Fragéo 5 do extrato Hexanico de B. pumilus SG-32.

Um levantamento na literatura dos resultados obtidos do CG-EM néo revelou nada parecido
com o que foi encontrado, que sdo compostos que remetem a uma série de hidrocarbonetos,
(hexadecano, heptadecano, octadecano, etc). Tabela 9.
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Tabela 9. Fragmentogramas obtidos das fracées 3 e 5 dos cromatogramas acima. Os picos que obtiveram
resolucdo estao representados abaixo.

Picos t; (min.) expe:i?nental (A(Iigrtr(\asgnzc(:)c()ﬂ) Con:);:g)s(itrc:“r)n o
29,84 1597 1600 Hexadecano
Fragmentogramas da 33,50 1698 1700 Heptadecano
fragéo 3 36,99 1798 1800 Octadecano
43,50 1999 2000 Eicosano
6,52 1000 1000 Decano
Fragmentogramas da 33,50 1698 1700 Heptadecano
fragéo 5 36,98 1798 1800 Octadecano
43,50 1999 2000 Eicosano

*IR : Indice de Retencao

Em funcdo das incertezas geradas pela metodologia, foi realizada uma analise de
cromatografia gasosa de uma amostra do controle negativo, s6 com a extragdo do meio de cultura
com hexano sem inéculo com o micro-organismo. Os resultados foram muito similares aos testes dos

extratos, o que gerou duvidas quanto a metodologia empregada Figura 22.

Abundance

TIC: PH. D\ data.ms
TIC: ES.D\data.rnrs

550000
500000
450000
400000
350000
300000
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200000

=2 bl

4. OO (S OO 8. OO 1 O 0012 0014 oo1 6 0018 0020 0022 0024 0026 0028 0030 oo

Time——

Figura 22. Espectros do extrato bruto com composto em azul e do controle negativo do meio de cultura em
roxo. a excecao do ruido inicial do grafico do extrato bruto, os picos seguintes sao equivalentes.

Para elucidar melhor a molécula de interesse, foi utilizada a metodologia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de carbono e hidrogénio. Os resultados dos testes estdo listados nos
Anexos 3, 4, 5, 6, 7 e 8.. Apenas o composto da fracdo 3 foi passivel de identificacdo. Para a fracédo 5
do composto, os resultados da Ressonancia Magnética Nuclear revelaram que a quantidade isolada

52



foi insuficiente para os testes e o grau de pureza insatisfatério para as analises, como visto nos
espectros dos Anexos 9 e 10. A Tabela 8 resume os valores dos dados experimentais obtidos até
entdo da fracdo 3 do composto.

Tabela 8. Dados espectrais de RMN'H e *C do composto isolado (11 Tesla, CDCls).

. s”C X 6H
Carbono (tipo) 8 °C (experimental) HSQC
CHs 15,37 s 0,97
CHjs 17,35 1,30
CHjs 22,01 2,05
CHj 22,65 2,00
CH; 36,61 1,00
CH. 18,37 1,37
CH, 22,48 0,83; 1,23
CH, 29,71 1,18; 1,25
CH, 37,40 1,05
CH, 38,89 1,05
CH. 43,51 1,2;1,3
CH 30,90 2,1
CH 34,97 2,61
CH 44,60 1,4
CH 57,42 1,18
CH 72,70 51
CH 109,52 6,17
CH 140,57 6,18
c° 30,92 -
c° 33,08 -
c° 39,69 -
c° 122,23 -
c° 149,38 -
c° 170,48 -
c° 2087 -
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HO OH

Figura 23. Esqueleto hipotético do composto ciatina (do inglés Cyathin).

A comparacdo dos dados experimentais obtidos neste estudo com aqueles da literatura
(Shibata et al. 1998, Wachter et al. 1999, Urzua et al. 2008, Enquist et al. 2009, Ayer et al. 1978,1979
Kamo et al. 2004, Kenmoku et al. 2002, Shiono et al. 2008, Marcotullio et al. 2006, Nicoletti et al.
1996, Dong et al. 2009, Ward et al. 1987) sugerem que o composto obtido da fracdo 3 do extrato de
cultivo de Bacillus pumilus SG-32 € um diterpeno com esqueleto basico do tipo ciatina (do inglés
“Cyathin”). (Figura 23)

De acordo com a revisao feita por Enquist e Stoltz (2009), esta classe dos diterpenos ja foi
isolada de diversos organismos, como fungos e esponjas, mas nao ha relato até entao dessa classe
de compostos sendo produzida por bactérias. As ciatinas tém a caracteristica de possuirem uma
estrutura com anéis de 5-6-7 carbonos. Esta classe de compostos tém demonstrado importante
atividade biologica, como antibiética e antimicrobiana (Allbutt et al., 1971; Ayer et al., 1979; Shibata et
al., 1998; Watcher et al., 1999), antitumoral (Peng et al,. 2002; Peng et al., 2003; Peng et al., 2006;
Sennett et al.,, 1992) e a mais significativa delas, a habilidade de estimular a sintese de Fator de
Crescimento Nervoso (da sigla em inglés NGF- Nerve Growth Factor), capacidade que implica em
potencial terapéutico para tratamento de doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson
(Kawagishi et al., 1994; Kawagishi et al., 1996; Conner et al., 1998; Kita et al., 1998; Ma et al., 2004).

A elucidagéo completa da molécula ainda nao foi possivel de ser obtida, os resultados dos
experimentos com RMN nao deram uma resolugao capaz de se chegar ao composto final, novos
experimentos serdo feitos num esforgco em se elucidar a conformacéo final da molécula.
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7 .CONCLUSOES

Analisando a microbiota presente em ambas as amostras de petréleo, biodegradada e nao-
biodegradada, foi possivel concluir que as bactérias que compdem o nicho ecolégico do petréleo
biodegradado possivelmente utilizam da via de degradacao anaerdbia metanogénica de reducao de
CO, e H, da sigla em inglés MADCOR. Além disso, apesar de terem sido encontrados clones
representantes de micro-organismos com potencial de degradacdo no pogo PTS1, a diversidade e
abundancia da microbiota com esse potencial foi maior no poco GMR75.

Os enriquecimentos aerdbios das amostras de 6leo permitiram o isolamento de varios géneros de
bactérias que nao foram detectados utilizando a abordagem independente-de-cultivo, demonstrando
que uma visdo mais abrangente da diversidade microbiana presente em reservatérios de petréleo
pode ser obtida usando uma abordagem polifasica de estudo de comunidades microbianas,
combinando técnicas convencionais baseadas em cultivo com técnicas moleculares.

Nossa hip6tese de que poderia haver algum agente antimicrobiano inibindo o crescimento de
bactérias degradadoras de hidrocarbonetos no pogo nao-biodegradado ndo foi confirmada. No
entanto, os ensaios de atividade antimicrobiana demonstraram que a bactéria Bacillus pumilus SG-32
apresentou inibicdo do crescimento de 60% das indicadoras testadas. A caracterizagdo quimica do
composto sugere que a molécula seja um diterpeno da classe das Ciatinas (do inglés Cyathins).

Ensaios antiproliferativos in vitro demonstraram que os extratos brutos de B. firmus P1-1 e B.
pumilus SG-32 testados apresentaram potencial anticancer contra algumas linhagens tumorais. Estes
extratos apresentaram também um potencial citotéxico contra linhagens nao-tumorais Vero. No
entanto, novos testes usando o composto purificado devem ser feitos a fim de se obter resultados
conclusivos, pois esta inibicdo pode ter sido causada por outras moléculas eventualmente presentes
nos extratos brutos.
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Anexo 1. Resultados da busca Blastn dos clones de arqueias encontrados no po¢go GMR 75.

Clone Acesso Linhagem afiliada mais préxima Max score Query coverage E value Max ident
ga01 NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, 1262 97% 0.0 98%
ga04 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN, 1051 100% 0.0 100%
ga05 NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti: 1267 99% 0.0 99%
GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 12 97% 0.0 99%
ga06 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 1206 100% 0.0 99%
NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti 1184 100% 0.0 99%
gal0 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN, 1262 98% 0.0 99%
NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti: 1253 100% 0.0 99%
gall GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 1177 100% 0.0 100%
NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti 11 100% 0.0 99%
gal2 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 1140 100% 0.0 99%
gal3 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN, 1219 99% 0.0 99%
galb NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti 1256 100% 0.0 99%
gal6 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN, 1168 100% 0.0 98%
ga21 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 1151 100% 0.0 98%
ga22 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN, 1219 100% 0.0 99%
ga25 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 1256 99% 0.0 99%
ga30 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN, 985 100% 0.0 99%
ga31 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 942 99% 0.0 99%
ga32 NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti 1254 100% 0.0 98%
ga36 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 885 100% 0.0 100%
ga39 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 896 100% 0.0 99%
ga40 NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti 1253 99% 0.0 98%
gadi GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 941 100% 0.0 99%
ga46 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN, 1203 100% 0.0 99%
ga49 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 935 100% 0.0 99%
gabi NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti 1247 100% 0.0 99%
ga73 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 1064 100% 0.0 98%
gar6 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN, 944 100% 0.0 99%
ga83 NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti: 1223 99% 0.0 98%
ga84 NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti 1271 98% 0.0 99%
ga85 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 889 100% 0.0 99%
ga88 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN, 976 97% 0.0 99%
ga89 NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti: 1264 99% 0.0 98%
AF095272.1  Methanofollis tationis 16Ssmall subunit ribosomal RNA ge 1201 99% 0.0 96%
ga92 NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti: 1249 97% 0.0 98%
ga94 NR 028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, partii 117 94% 0.0 97%
ga95 NR_028254.1 Methanofollis liminatans GKZPZ 16Sribosomal RNA, parti: 1238 97% 0.0 98%
ga96 GU129125.1 Methanomicrobiaceae archaeon 34aM 16Sribosomal RN/ 1072 98% 0.0 99%



Anexo 2. Score cards exemplificando os resultados obtidos a partir do sequenciamento dos clones de arqueias
do pogo PTSH1, utilizando os primers M13r e M13f ou primers especificos para o Dominio Archaea, 46f e 915r, e
seqglenciador automatizado MEGA Bace.
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Anexo 3: Espectro observado por RMN'C (125,6MHz) do componente majoritario da fragdo 3

Diana "Fracao-3" cdcl3/bbsw mail9dasC
File: data/espectros/inova/2010/mail0/mail9dasC.fid

Pulse Sequence: s2pul

L A

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Anexo 4: Espectro de RMN'H(499,88 MHz) em CDCl; para o composto majoritario da fragao 3

Diana "Fracao—3" cdecl3/bbsw mail9dasH
File: data/espectros/inova/2010/mail0/mail9dasH.fid

Pulse Sequence: s2pul

I T T T I I UL I T T T I N
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Anexo 5: Espectro de RMN'C (125,69 MHz) em CDCl; obtido na sequéncia de pulso DEPT para o composto

majoritario da fragéo 3

Diana "Fracao-3" cdcl3/bbsw mail9dasD
File: data/espectros/inova/2010/mail0/mail9dasD.fid

Pulse Sequence: dept

| I
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220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Anexo 6: Espectro de RMN'H (499,88 MHz) x *C (125,69 MHz) em CDCl; obtido na sequéncia de pulso
HMBC para o composto majoritario da fragao 3..

diana Fracao-3 cdcl3/penta jul08dasgHMBC
File: data/espectros/inova/2010/jull0/julO8dasgHMBC. fid

Pulse Sequence: gHMBC
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Anexo 7: Espectro de RMN'H (499,88 MHz) x *C (125,69 MHz) em CDCl; obtido na sequéncia de pulso
HSQC para o composto majoritario da fragao 3..

Diana Fracao 3/CDC13/penta ago20dasgHSQC
File: data/espectros/inova/2010/agol0/ago20dasgHSQC. £id

Pulse Sequence: gHSQC
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Anexo 8: Espectro de RMN "H x 'H (499,88 MHz) em CDCl; obtido na sequéncia de pulso para o composto
majoritario da fragéo 3.

Diana Fracaec 3/CdCl3/penta jullOdasgCOSY
Fila: data/espectros/inova/2010/3ull0/jull0dasgCOSY. fid

Pulse Sequence: gCOSY
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Anexo 9: Espectro observado por RMN'C (125,6MHz) do componente majoritario da fracéo 5.

Diana "fracao—X" cdcl3/bbsw mai20dasC
File: data/espectros/inova/2010/mail0/mai20dasC.fid

Pulse Sequence: s2pul

T I T LN B e e T T T T T T T T T

T T T
30 25 20 15 10 5 0 -5 ppm

T I
45 40

Anexo 10: Espectro de RMN'3C (125,69 MHz) em CDCl; obtido na sequéncia de pulso DEPT para o composto
majoritario da fragao 5

Diana "fracao-X" cdcl3/bbsw mai20dasD
File: data/espectros/inova/2010/mailO/mai20dasD.fid

Pulse Sequence: dept

i b it L o ke Al il Ak ki ota bbbk
Ll i s Lt D G B s A L G bl Mo AL L KA L YW
1

mult
50 40 30 20 10 0 ppm
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Anexo 11. Declaracao da Comisséao Interna de Biosseguranca

@ CPQBA
%%‘ Comisséo Interna de Biosseguranga - CIBio : "7(:2;3..;

UNICAMP i PLINAR OE
Formulario de Proposta de Projeto AR BB RS
A ser preenchido pela CiBio & Formulério ClBio-FPP- Rev.
Analisado sm: 8 .-‘5 ! (2] 1w} Numaro do Projeto: G 08
Por. __ TOMM On ORNE € MYORWTW  patadeentrada: A4 1 Ol ; OF
Assinatura: __\ cl ] :W,‘\’f.\ﬁ\ Situagdo: ﬁ‘Aprovado 0 Reprovado

Projeto de Pesquisa

Tlulo: Caracterizagao polifasica da microbiota presente em amostras de petréleo de reservatérios
brasileiros

Data de inicio do projeto (més/ano): 03/2008 Data prevista de conclusio (més/anc): 02/2010

Pesquisador Principal

Nome: Valéria Maia Merzel

Enderego; DRM, CPQBA/UNICAMP, R: Alexandre Cazelato, 999 Vila Betel, Paulinia SP

e-mall: vmaia@cpaba.unicamp.br —JTelafma: (19) 3884-7500 Fax: (19) 3884-7811
Organismos
Receptor: Escherichia colf JM108 Parental. bactérias e arqueas de amostras de

reservatérios de petréleo

Material Genético Incluido no OGM:

* Diversos fragmentos de genes ribossomais 168 de bactérias e arquéias amplificados diretamente de
DNA [solado de amostras de agua de formagdio e petrdleo, clonados em E. coli @ organizados em
bibliotecas gendmicas em microplacas de 96 orificios.

l\r’alur: plasmidec pGEM-T (gene de resisténcia & ampicilina e degradacdo da laclose)

Classificagao do OGM

|£::~Tspo| QTipoll

Classificag@o do Nivel de Biosseguranga do Laboratério

‘ X NB-1 O NB-2 [ 0 NB-3 a NB-4

174
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CPQBA
%%’ Comisséo Interna de Biosseguranga - CIBio ‘-'PC?'B* E

UNICAMP NT
Formulario de Proposta de Projeto RS B s

Objetivo do Projeto

O objetivo do presente estudo é investigar a microbiota existente em amostras de pelrbleo provenientas
de reservatorios brasileiros alravés da construglo de bibliotecas do gene RNAr 16S, seguida de
sequenciamento e analise filogenética, Sera analisada também a produgao de metabdlilos secundarios
com atividade antimicrobiana, os quais possam atuar como inibidores de crescimento de determinados
grupos de baclérias nos reservaldrios, o que poderd contribuir para o melhor conhecimento dos
processos ecologicos que reguiam a blodegradaglio do 6lec nos reservalérios e representar uma
aplicagfo biotecnolbdgica potencial no futuro,

O trabalho em contengio objetiva a liberagao posterior para o meio ambiento?

Q0 Sim [ Nao

Laboratério onde as pesquisas com o OGM serdio desenvolvidas

Lab. Sistemalica Molecular e Gendmica, Lab. Microbiologia Ambiental e Industrial @ Sala dos
Equipamentos de Preservagao, na Divisdo de Recursos Microbianos do CPQBA.
Sala de Esterllizag8o, na Divis3o de Microbiologia do CPQBA,

Equipe (Nome e fungéo)

* Dra. Valéria Maia Merzel, pesquisadora responsavel pelo desenvolvimento do projeto
* Tiago Rodrigues e Silva, aluno de mestrado responsavel pela execugao dos ensaios.
+ Dr. Eugénio Vaz dos Santos Neto, responsével pelo projeto na Petrobras.

Equipamentos utilizados durante o trabalho com contengio do OGMs

* Sequenciador automatico Mega Bace, sequenciador ALF Express (Amersham Biotech)
» Microcentrifuga de placas Eppendorf

* Microcentrifuga para tubos de 1,6 mL Eppendorf

* Freezer -BOC, freezer -20C

+ Geladeiras

= Autoclave (Divisao de Microbiologia)

» Shaker de bancada

= Fluxos laminares

= Incubadora BOD 37C

2/
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CPQBA
%, Gond
#°  Comissao Interna de Biosseguranga - CIBio 23

A Formulario de Proposta de Projeto SRS SIS e

Micropipetadores automaticos (diferentes volumes)
Termociclador automatico (PCR)

Sistemas de eletroforese de DNA

Transiluminador UV

Procedimentos de limpeza, desinfecgio, descontaminagao e descarte de materialiresiduos

Antes da manipulagio de OGMSs, o fluxo laminar & descontaminado com alcaol 70% e a luz UV
permanece ligada por 16 min. Apds o uso a descontaminagao é feita com élcool 70% e luz UV por 15
min.

Todos os materias (meios, placas, tubos, ponterias) sdo descartados apbts descontaminagdo em
autoclave (ciclo de descontaminagéio padrao). Solugbes contaminadas com DNA sfio descarladas
em frasco com soluglo de hipoclorito 0,5% e posteriormente os frascos com solugao de descarte séo
autoclavados.

Material utilizado na manipulagio de OGM's & segregado para descarte em um saco de lixo
identificado.

As bancades s8o descontaminadas diariamente apas término dos experimentos com alcool 70% e
hipoclorito 0,5%, Piso do laboratério & limpo com solugaio de hipociorito 0,5%.

34
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CPQBA
ﬂ%" Comissao Interna de Biosseguranga - CIBio A-"’Q-B.'TE
) gurang ( s

LiNiCA M P CEN FLURIDISCIEL AR DE PESOUISAS
AS E AGRICOLAS

Formulario de Proposta de Projeto GUIICAS. 6T
Termo de Responsabilidade

Projeto: Caraclerizagio de processos biogeoquimicos em acumulages de petroleo

Eu, Valéria Mala Merzel, Pesquisador(a) responsavel pelo projelo, asseguro & CiBlo/CPQBA-UNICAMP

que:

» Lias Instrugdes Normalivas da CTNBio, pertinentes para trabalhar com os OGMs acima referidos,
que se enconiram no site hitp /fwww cinbio gov br/ctnbio/default. htm e que concordo com as suas
exigéneias durante a vigéncia deste projeto.

= A equipe que participa deste projeto lambém esta ciente das referidas Instrugdes Normativas e &
compelente para executa-las

= Compromelo-me a solicitar nova aprovagaoe & ClBio local sempre que ocorra alteragao significativa
nos objetives/procedimentos/instalagbes aqui descritos e a lhe formecer um relatdrio anual de
andamento do projeto.

* Tudo que foi declarado & a absoluta expressdo da verdade. Estou ciente de que o eventual nfo
cumprimento das Instrugdes Normativas da CTNBio é de minha total responsabilidade e que estarei
sujeito as punigbes previstas na legislagao em vigor.

Data: 14/04/2008

Assinatura do Pesquisader Principal: ! ;LJ‘;;LLQJ. s/

GCoordenador da Divisdo: Dra. Valéria Maia Merzel

Assinatura: 1l | LLLL\M!Q
J ’ "\K&

XA
Deliberacéio ClBio: Id Aprovade O Reprovado

pae 8 1o 108 %
Assinatura do Presidente da CIBio: e P, L \-"Tﬁ\
= R Y
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DECLARAGAO

Declare para os davidos fins due o conteddo de mitha dissertagiio de Mestrada intitulada
"CARACTERIZACAO POLIFASICA DA MICROBIOTA PRESENTE EM AMOSTRAS DE
PETROLEO DE RESERVATORIOS BRASILEIROS"

{ ) raoseenguadra no § 3° do Arlige 1° da Infa ‘magdo CCPG 01/08, referente a bicética e
biossecuranga,

(X)) tem autorizacio da seguinte Comissas de Bicética ou Biossequranga®: Comissdo Inteimz de
biosseguranga (Cl3io/CPQBA- UNICAM®=), sob Prolocoio n° 15/08,

" Caso a Comissdo seja extarra 4 LINICAMP,
Anaxat O comprevants do gutorzagio dads ao
frabathe. Se a awlorzacho nfo fiver sido dada
diretarmente o frabailc de lese ou dissarecdn,
davers ser anexado fambam um compravants oo
winculs do tralaiho do sivans com a QUE CORSIET No
dacumonte de autorizacio apreseniag,

/"""/ﬂ /) B ) A
Ziamat s iy A2 Y

Kg "j
/) |
Tiago Eocrigues & Silva

Alunc

'ﬁd AN LA 204
Valgria Maia 2@{
Crisntadara N

Fara uzoda Comissts ou Comits prerlinente;
{\:"J Defeido J Indefando
¢

i {j < Jﬂw (% ’Q/LUJ_M-_Q_

Profa. Dra, HELENACOUTIKHO F DE OLIVEIRA
Presiderte
Comissdo Interna de Biossequrarga
CIBia/tB - UNICAMP
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Fungao
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