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RESUMO

O petroleo ¢ uma mistura de hidrocarbonetos (alifaticos, aromaticos, poliarométicos) que
apresenta elevado poder energético, e por isso, se tornou uma das principais fontes de
energia do mundo. Considerando a variedade de matérias-primas geradas a partir deste
recurso, o numero de pogos de extracdo tem aumentado de forma exponencial, assim
como, o volume de residuos procedentes deste processo. Em decorréncia disto, existe uma
crescente preocupacdo com a contaminagdo de ambientes aquaticos e terrestres por
hidrocarbonetos provenientes do petroleo e seus derivados. O gerenciamento de areas
contaminadas ¢ considerado um grande desafio e neste sentido, estratégias de
biorremediacdo surgem como uma importante alternativa na redu¢do dos impactos
ambientais. Estas estratégias sdo baseadas na utilizagdo de microrganismos nativos ou
exdgenos com capacidade degradadora e na otimizagdo dos nutrientes necessarios para o
metabolismo total dos poluentes. Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo
formular consdrcios microbianos e analisar genes envolvidos em processos de degradagdo
de hidrocarbonetos de petroleo, além de isolar microrganismos com capacidade de
metabolizar estes compostos. Para isto, um residuo de perfuracdo de pogo de petréleo foi
utilizado como indéculo para enriquecimento microbiano em dois meios de cultura
diferentes Luria-Bertani (LB) e Potato Dextrose (PD). Apos o periodo de incubagio (21
dias), o DNA total destas amostras foi sequenciado utilizando a plataforma Ion Torrent.
Andlises das sequéncias metagendmicas, foram realizadas através do programa MG-RAST
e posteriormente analisadas pelo banco de dados BioSurfDB, revelando diferentes
composi¢des taxondmicas e habilidades funcionais entre os dois enriquecimentos
microbianos obtidos (LBE e PDE). Os resultados obtidos a partir destas andlises sugerem
potencial atividade de biodegradacdo para hidrocarbonetos alifaticos (50,5% e 44,6%) e
aromaticos (46,4% e 37,9%), pelos consércios LBE e PDE, respectivamente. O mesmo
residuo também foi utilizado para cultivo de microrganismos em Yeast Peptone Dextrose
(YPD), Bushnell-Haas (BH) ¢ Agua marinha natural, para caracterizar o potencial de
biodegradag¢do de hidrocarbonetos alifaticos e aroméaticos por microrganismos isolados.
Assim, foram isolados 109 microrganismos a partir de todos os cultivos utilizados neste
trabalho (LB, PD, YPD, BH e Agua marinha). Microrganismos provenientes da Colegio de
Biodegradagdo do Laboratorio de Fungos de Importancia Médica e Biotecnologica também
foram utilizados, totalizando 115 isolados. Os isolados foram submetidos a testes
preliminares em Agar BH contendo concentragdes crescentes de hidrocarbonetos (0,03 a
2%). Andlises por cromatografia gasosa (GC) foram realizadas para avaliar a porcentagem
de biodegradagcdo dos diferentes hidrocarbonetos e selecionar os isolados mais
promissores. Ao final destes experimentos, o microrganismo Rhodococcus sp. demonstrou
capacidade de degradar a maior parte dos hidrocarbonetos presentes no petrdleo bruto.
Andlises filogenéticas sugerem que Rhodococcus sp. € potencialmente uma nova espécie.
Os resultados obtidos neste trabalho, contribuem para o melhor entendimento dos
processos de degradacdo e apresentam aplicagcdes microbianas eficientes para a remediacio
de hidrocarbonetos.
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ABSTRACT

Petroleum is a mixture of hydrocarbon (aliphatic, aromatic, polyaromatic) that has high
energy power, and therefore has become one of the main sources of energy in the world.
Considering the variety of raw materials generated from this resource, the number of
extraction wells has increased exponentially, as well as the volume of waste proceeded
from this process. As a result, there is increasing concern about the contamination of
aquatic and terrestrial environments by hydrocarbons from petroleum and its derivatives.
The management of contaminated areas is considered a great challenge and, in this sense,
bioremediation strategies appear as an important alternative in reducing the environmental
impacts. The strategies are based on the use of native or exogenous microorganisms with
degrading capacity and the optimization of the nutrients necessary for the total metabolism
of pollutants. In this context, the present work aims to formulate microbial consortia and
analyze genes involved in  hydrocarbon  degradation processes, besides
isolating microorganisms with the capacity to metabolize these compounds. For this, an
oil drilling waste was used as an inoculum for microbial enrichment in two different
culture media Luria-Bertani (LB) and Potato Dextrose (PD). After the incubation period
(21 days), the total DNA of these samples was sequenced using the lon Torrent platform.
Analysis of the metagenomic sequences were performed using the MG-RAST program and
later analyzed by the BioSurfDB database, which revealed different taxonomic
compositions and functional abilities between the two microbial enrichments obtained
(LBE and PDE). The results demonstrated efficient biodegradation capacity for aliphatic
hydrocarbons (50.5% and 44.6%) and aromatics (46.4% and 37.9%), by LBE and PDE
consortia, respectively. The same residue was also used to culture the microorganisms in
Yeast Peptone Dextrose (YPD), Bushnell-Haas (BH) and Natural marine water with the
aim to characterize the biodegradation potential of aliphatic and aromatic hydrocarbons by
isolated microorganisms. Therefore, 109 microorganisms were isolated from all the
cultures used in this work (LB, PD, YPD, BH and Seawater). Also, microorganisms from
the Biodegradation Collection of the Laboratory of Fungi of Medical and Biotechnological
Importance were used, totalizing 115 isolates. The isolates were subjected to preliminary
tests on BH Agar containing increasing concentrations of hydrocarbons (0.03 to 2%). After
this, analyzes of gas chromatographic (GC) were made to evaluate the percentage of
biodegradation of different hydrocarbons and to select the most promising isolates. At the
end of these experiments, the microorganism Rhodococcus sp. demonstrated better ability
to reduce most of the hydrocarbons present in crude oil. Phylogenetic analyzes have
demonstrated that Rhodococcus sp. is potentially a new lineage. The results obtained in
this work contribute to a better understanding of degradation processes and present
efficient microbial applications for the remediation of hydrocarbons.
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1 INTRODUCAO

1.1 A industria petroquimica

O petroleo é uma mistura de compostos resultante de uma série de transformagoes
bioldgicas, quimicas e fisicas, que ocorreram com a matéria organica, ao longo de milhdes
de anos. Durante o processo de formagdo do petrdleo compostos orgadnicos que estdo
dispostos no ambiente, juntamente com minerais provenientes do solo, se acumulam por
soterramento progressivo e/ou migra¢do formando as reservas petroliferas. Para que isso
aconteca ¢ necessaria a presenca de rochas sedimentares originalmente abundantes em
material organico e insoluveis em agua, as quais formam o querogénio; esse ¢ submetido a
elevadas condi¢des de temperatura e pressio, ocasionando a formag¢do da maior parte dos
hidrocarbonetos que compde o petréleo (HUC et al., 2011; SPEIGHT, 2014; SPIGOLON
et al., 2015).

Devido ao seu alto potencial energético, durante o século XX, a constante procura
por pocos de petrdleo aumentou de forma exponencial, tornando esse recurso natural a
principal fonte de energia do mundo. Desta forma, a industria petroquimica se transformou
em um dos setores mais importantes e influentes da atualidade, com grande impacto no
ambito politico e econdmico, impulsionando o desenvolvimento de diversos paises
(JAFARINEJAD, 2017a; SPEIGHT, 2014).

O principal objetivo da industria petroquimica ¢é a transformacdo do petrdleo bruto
na maior diversidade de produtos possiveis, com o menor custo associado e a maior
qualidade. Entre os principais produtos do refinamento desse composto destacam-se:

parafina, gas liquefeito de petrdleo (GLP), produtos asfalticos, querosene, polimeros,
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solventes, 6leos combustiveis, dleos lubrificantes, 6leo diesel e combustivel para aviagdo
(JAFARINEJAD, 2017a; MULLER, 2007, 2009; VANDECASTEELE; JONES, 2008a).
Segundo dados da Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP, 2018), a produgdo de petroleo no mundo tem apresentado crescimento anual sendo
que em 2017, o volume mundial de petroleo produzido foi de 92,649 milhdes de barris/dia.
O Brasil, por sua vez, possui diversas reservas petroliferas em seu territorio,
recebendo destaque na area de exploracdo e produgdo de petroleo, ocupando a 10? posi¢do

no ranking mundial entre os maiores produtores deste recurso (ANP, 2018).

1.2 Constituintes do petréleo

O petroleo compreende uma ampla variedade de composi¢des de 6leos, consistindo
em uma mistura de hidrocarbonetos e estruturas relacionadas. Os principais constituintes
pertencem a quatro familias: hidrocarbonetos saturados, hidrocarbonetos aromaéticos,
resinas e asfaltenos. Muitos estudos sobre a composicdo de petréleos de origens variadas
baseiam esta classificacio nas caracteristicas de cada familia ~majoritaria
(VANDECASTEELE; JONES, 2008a). Uma defini¢do precisa da composi¢do de um 6leo
em especifico se torna praticamente impossivel, considerando que ndo existem dois 6leos
exatamente idénticos (PEIXOTO; VERMELHO; ROSADO, 2011; SPIGOLON et al.,
2015). Além disso, com o passar do tempo, as caracteristicas originais do petroleo podem
sofrer modificagcdes por processos geoldgicos e por acdes antropologicas, as quais t€m
acelerado a formag&o de novos compostos.

Portanto, o petrdleo ¢ formado por milhares de compostos diferentes, sendo os

hidrocarbonetos os principais componentes, podendo possuir de 83 a 87% de carbono e de

15



11 a 15% de hidrogénio, pequenas quantidades de nitrogénio (0 a 0,5%), enxofre (0 a 6%),
oxigénio (0 a 3,5%), e minimas quantidades de metais também podem estar presentes
(BORSATO, 2009). A Figura 1 ilustra as principais estruturas de hidrocarbonetos

presentes na composicdo do petrdleo.

PETROLEO
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Figura 1. Composicao e estrutura dos componentes mais representativos do petroleo
bruto.

Entre as principais classes de hidrocarbonetos presentes no petrdleo e nos seus
derivados, os hidrocarbonetos saturados sdo os componentes encontrados em maior
concentragdo. Estes sdo também conhecidos como alifaticos ou n-alcanos, caracterizados

por possuirem cadeias lineares que variam de 1 a 40 carbonos em sua estrutura. Nesta
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classe, também fazem parte os hidrocarbonetos isoprendides, os alcanos com estrutura
ramificada, formados por unidades repetidas de isopreno (C5) sendo o pristano e o fitano
0s compostos mais representativos e comuns (KILLOPS; KILLOPS, 2005).

O grupo dos hidrocarbonetos aromaticos inclui compostos aroméaticos
monociclicos, como por exemplo, o benzeno e o tolueno, e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs, Polycyclic aromatic hydrocarbons), como naftaleno, antraceno e
pireno, os quais podem possuir dois ou mais anéis aromaticos (KILLOPS; KILLOPS,
2005; VOLLHARDT; SCHORE, 2004; ZHU et al., 2001). Muitos PAHs apresentam
potencial mutagénico e carcinogénico, e outras propriedades tdxicas como bioacumulagéo
e biomagnificacdo (BALACHANDRAN et al., 2012; KHAN; HUSAIN; HEJAZI, 2004;
VOLLHARDT; SCHORE, 2004).

J4 a classe das resinas e asfaltenos compreendem a fragdo pesada do petréleo, com
estruturas quimicas complexas e elevada condensagdo de anéis aromaticos. Sdo formados
normalmente por compostos polares de nitrogénio, enxofre e oxigénio, como por exemplo
piridinas e tiofenos. Especificamente na fracdo dos asfaltenos, alguns metais como niquel,
vanadio e ferro também podem estar associados (KILLOPS; KILLOPS, 2005; ZHU et al.,
2001).

Na composi¢do do petroleo também existe a presenga da chamada “mistura
complexa ndo resolvida” (UCM, Unresolved Complex Mixture), a qual é constituida por
componentes ndo identificados do petréleo (HEAD; JONES; ROLING, 2006; MARCHAL

etal., 2003).
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1.3 Contaminacio ambiental por hidrocarbonetos do petréleo e tecnologias de

remediacio

O aumento continuo na demanda por produtos a base de petroleo intensificou a
exploragdo e a criacdo de pontos de extracdo deste composto, tanto em terra quanto em
mar. Uma das principais etapas dos processos de extracdo dessa matriz energética consiste
na perfura¢do de pogos (CHEN et al., 2017). Durante essa fase, fluidos de perfuracio sdo
utilizados para estabilizar o pogo, lubrificar e resfriar a broca, além de transportar o solo e
os fragmentos de rochas a superficie do pogo. Ao atingir a superficie, essa mistura,
denominada de residuo de perfuracdo, é submetida a processos de separacdo para que o
fluido seja adequadamente recuperado e retorne ao pogo (LEONARD; STEGEMANN,
2010). Porém, grande parte do fluido de perfura¢io permanece aderida ao residuo durante
os processos de separacdo, influenciando na sua composi¢do quimica, que varia de acordo
com o tipo de fluido utilizado e a composicdo da rocha perfurada. Estes residuos
remanescentes por sua vez, sdo heterogéneos, solidos ou semi-sélidos e contém
hidrocarbonetos, sais soluveis em agua e metais pesados (HU; LI; ZENG, 2013;
JAFARINEJAD, 2017b).

Nesse contexto, diante ao aumento dos processos de extragdo, refino e
processamento do petroleo grandes volumes de residuos sdo gerados, todos os dias, ao
redor do mundo pela industria petroquimica (JAFARINEJAD, 2017c). Estes compostos
sdo altamente nocivos para saide humana e devido as caracteristicas toxico-carcinogénicas

e sua disposicdo inadequada geram uma séria ameaca para o ambiente.
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Desta forma, diversos métodos fisicos, quimicos e bioldgicos vém sendo estudados
para o tratamento deste tipo residuo industrial (CHEN et al., 2017; FULLER et al., 2004;
LEONARD; STEGEMANN, 2010; ZHU et al., 2001).

Além disso, outro grande problema s3o os acidentes ambientais envolvendo
derramamentos de petroleo. Estes tém aumentado drasticamente, e entre suas principais
causas estdo os problemas de navegacdo que resultam em extensos vazamentos de petrdleo
e seus derivados no ambiente aquatico (DAS; CHANDRAN, 2011a). Esses acidentes
podem ser decorrentes de diversos fatores, como estado precario das embarcagdes e navios,
descumprimento das normas de seguranga, explosdes e incéndios nas plataformas, falha
humana, fendmenos ambientais, entre outros.

Um dos primeiros desastres ambientais, que chamou a aten¢do da sociedade para
essas questdes, ocorreu em 1989 no Alasca, quando o petroleiro Exxon Valdez derramou
cerca de 41 milhdes de litros de petréleo na costa marinha de Prince William Sound
(ATLAS; HAZEN, 2011; BOUFADEL; GENG; SHORT, 2016; BRAGG et al., 1994).
Como resultado, a mancha de contaminag@o se espalhou por aproximadamente 2.000 km
nas margens do golfo do Alasca. A mortalidade de centenas de aves e mamiferos marinhos
foi reportada, além de uma redugdo significativa na populacdo de muitos organismos. Este
acidente ocasionou grande impacto ambiental em longo prazo. As 4guas e areias de Prince
William Sound permanecem contaminadas até os dias de hoje (ATLAS; HAZEN, 2011;
BOUFADEL; GENG; SHORT, 2016; BRAGG et al., 1994; PRITCHARD, 1991; R.
BRAGG et al., 1993).

Dois anos apds, ocorreu o maior derramamento de 6leo da historia, porém desta vez
ndo foi causado por um acidente. Durante a guerra do Golfo em 1991, quando as forgas

iraquianas se retiravam do Kuwait, as tropas abriram oleodutos e valvulas de pocos de
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petrdleo e deliberaram fogo como uma medida para impedir que as forg¢as dos Estados
Unidos pousassem na area (MICHEL, 2011).

O incéndio iniciado apds a abertura do primeiro pog¢o em janeiro de 1991 durou até
o fechamento do ultimo pogo no més de abril daquele ano. Como resultado, cerca de 11
milhdes de barris de petréleo foram lancados no Golfo Pérsico, matando centenas de
peixes e mamiferos marinhos. O petroleo derramado foi transportado para o sul ao longo
da costa, onde a maior parte do petrdleo flutuante ficou presa atras da ilha de Abu Ali e ao
norte de Jubail, na Arabia Saudita. Durante os anos de 1992 e 1993, foram realizados
estudos para conhecer o impacto de derramamentos de o6leo na Ardbia Saudita.
Aproximadamente 1.163.000 barris de petrdleo foram recuperados da superficie da agua. A
limpeza da linha costeira foi feita em algumas pequenas areas (MICHEL, 2011).

Posteriormente, em abril de 2010, no Golfo do México, outra grande tragédia atraiu
a aten¢do mundial. Esse foi o maior derramamento de 6leo em aguas americanas e ocorreu
devido uma explosdo ocorrida na plataforma BP Deepwater Horizon, onde
aproximadamente 500 toneladas de 6leo foram langadas ao mar, causando um prejuizo de
bilhdes de dolares e um grande impacto ambiental em dguas profundas. O vazamento foi
contido apenas trés meses apos a explosdo e o poco de petroleo foi fechado em setembro
de 2010, levando a uma diminui¢do da presenga de 6leo na superficie, entretanto, uma
grande deposi¢do de petroleo em sedimentos e na orla costeira continuou sendo observada
(ATLAS; HAZEN, 2011; BOOPATHY; SHIELDS; NUNNA, 2012; DRILLING, [s.d.];
KOSTKA et al., 2011; SCOMA; YAKIMOV; BOON, 2016).

Como demonstrado, devido ao elevado impacto de acidentes ambientais causados
por derramamentos de petréleo e seus derivados, se faz necesséria a elaboragdo de solugdes

para remediar os ambientais marinhos e costeiros. A sele¢cdo da agfo corretiva especifica a
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ser utilizada ¢ um processo complexo e para que isso ocorra, ¢ imprescindivel o
reconhecimento adequado das caracteristicas do poluente e a reagdo do ambiente
contaminado (MAIER; GENTRY, 2015). Ambientes distintos, respondem de formas
distintas a um mesmo contaminante, assim como um mesmo ambiente pode reagir de
formas diferentes a diferentes contaminantes.

Desta forma, uma grande variedade de tecnologias pode ser utilizada na remediagao
de ambientes impactados por petrdleo. Na ocasido de incidentes com liberagdo de grandes
quantidades de petroleo, primeiramente medidas de natureza fisica devem ser adotadas,
como por exemplo, a remo¢do mecénica e a conten¢do do espalhamento do 6leo. Em
seguida, métodos quimicos sdo rotineiramente utilizados, envolvendo técnicas como
extragdo por solventes, oxidagdo, precipitacdo, neutralizacdo, além do uso de substancias
quimicas com caracteristicas capazes de dispersar o contaminante, os chamados
surfactantes quimicos (AZUBUIKE; CHIKERE; OKPOKWASILI, 2016; CAMILLI et al.,
2010; FULLER et al., 2004).

Porém, devido ao alto custo associado e a incapacidade de remogdo total dos
contaminantes durante a utilizacdo de técnicas fisicas e quimicas, os processos bioldgicos
despontam entre os métodos mais promissores para o tratamento de uma variedade de
contaminantes organicos. Essa metodologia, conhecida como biorremediagdo, ¢ baseada na
utilizagdo de um conjunto de técnicas biotecnologicas, que surgem como uma alternativa
de descontaminagdo de dreas impactadas, oferecendo a possibilidade de degradar
contaminantes toxicos, utilizando atividades bioldgicas de microrganismos com
capacidades metabdlicas e fisiologicas (VANDECASTEELE; JONES, 2008a). Além disso,
a biorremediacdo é ambientalmente sustentavel e pode ser realizada no local (in situ) onde

os residuos estdo acumulados (AZUBUIKE; CHIKERE; OKPOKWASILI, 2016).
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Entre as principais técnicas de biorremediacdo, trés t€ém se destacado: (i) atenuacdo
natural, processo onde ocorre o tratamento dos contaminantes in situ, com base em eventos
naturais como a biodegradagdo, dilui¢do, volatizagdo e absor¢do, ocasionando a
descontaminacdo dos ambientes. Assim, a microbiota nativa ¢ utilizada para realizar a
biorremediacdo, e os fatores bidticos e abidticos do proprio sistema sdo responsaveis pela
eficiéncia da biodegradagao; (ii) bioestimulacdo, que consiste na correcdo das condigdes
nutricionais do ambiente contaminado, estimulando a atividade e proliferacdo da
populagdo microbiana. Para isso, ¢ adicionado ao sistema alguns dos principais
macronutrientes, como por exemplo, nitrogénio (N) e foésforo (P) para se estabelecer
relacdes adequadas de carbono: fésforo: nitrogénio para o desenvolvimento microbiano;
(ii1) bioaumentacdo, baseada na introducdo de microrganismos especificos com potencial,
previamente estabelecido, para degradar o contaminante alvo (CERQUEIRA et al., 2012;
MEYER, 2011; SARKAR et al., 2016; VANDECASTEELE; JONES, 2008a; WU et al.,

2016).

1.4 Biodegradacio de compostos orginicos

Quando um contaminante orginico entra em contato com o ambiente, diferentes
tipos de degradacdo podem ocorrer. Dentre elas estdo, a degradagdo abidtica como por
exemplo, evaporagdo e/ou volatilizagdo, foto-oxidacdo, bioacumulagdo e reagdes de
oxidac¢do quimica, e a degradacdo bidtica, com a participagcdo de populacdes microbianas
com atividade de biodegradacdo.

A biodegradacdo consiste na quebra de contaminantes organicos através da

atividade metabdlica microbiana (MAIER; GENTRY, 2015). Desta forma, a
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biodegradag¢do completa ou mineralizacdo envolve a oxidacdo do composto original na
formacdo de didxido de carbono e agua. Este processo fornece carbono e energia para o
desenvolvimento e reproducdo de células. A Figura 2 ilustra a mineralizagdo de um

composto organico sob condi¢des aerdbicas e anaerdbicas.
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Figura 2. Degradacio aerobica e anaerdobica de compostos orgianicos por
microrganismos. Aerobica (azul) e anaerdbica (amarelo). Fonte: adaptado de MAIER e

GENTRY (2015).

As etapas de degradacdo que constituem a mineralizacdo sdo semelhantes, sendo o
substrato um agucar simples, como glicose, um polimero vegetal como a celulose, ou uma
molécula poluente, como os hidrocarbonetos. Cada passo da degradagdo ¢ catalisado por
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uma enzima especifica produzida pela célula. Essas enzimas sdo mais frequentemente
encontradas dentro das células, mas também podem ser secretadas para o ambiente
extracelular, a fim de auxiliar as reacdes de degradacdo. Alguns contaminantes organicos
sdo degradados parcialmente, porém ndo completamente. Isso pode ser resultado da
auséncia da enzima de degradagdo apropriada. Um segundo tipo de degradacdo incompleta
¢ conhecido como cometabolismo, neste processo ocorre uma oxidagdo parcial do
substrato, mas a energia derivada da oxidagdo nfo ¢ usada para sustentar o crescimento
microbiano. O cometabolismo pode ocorrer durante periodos de crescimento ativo da
célula ou pode resultar da interacdo de células em repouso com um composto organico. A
falta de enzimas biodegradaveis apropriadas ¢ uma razdo para a persisténcia de
contaminantes organicos, particularmente aqueles com estruturas quimicas incomuns
existentes que as enzimas ndo reconhecem (VANDECASTEELE; JONES, 2008).

A atividade microbiana pode ser limitada por fatores biologicos e fisico-quimicos.
Esses fatores incluem baixo nimero de microrganismos, oxigénio ou disponibilidade de
nutrientes insuficiente, bem como temperatura e disponibilidade de agua abaixo do ideal. A
taxa de degradacdo de um composto orgdnico também depende de fatores relacionados a
estrutura e as propriedades fisico-quimicas (GIBSON, 1984; MAIER;. GENTRY, 2015;
VANDECASTEELE; JONES, 2008).

Acumulo de residuos e/ou derramamentos de produtos petroquimicos podem
envolver concentracdes extremamente altas de contaminantes. Nesses casos, a toxicidade
do contaminante para populacdes microbianas pode atrasar o processo de remediagéo. Essa
toxicidade é devida, principalmente, a um modo de agdo que se baseia na parti¢do de um
contaminante dissolvido na camada lipofilica da membrana celular, o que provoca uma

ruptura da integridade da membrana. Esse efeito € importante porque, devido a interagdes

24



hidrofébicas, a membrana celular ¢ um importante local de acumulo de contaminantes
organicos em microrganismos (MAIER; GENTRY, 2015).

Existem dois importantes passos no processo biodegradativo. O primeiro ¢ baseado
na absor¢do do substrato pela célula e o segundo no metabolismo ou degradacdo do
substrato. Assumindo a presenca de uma via metabdlica apropriada, a degradagdo de um
contaminante pode prosseguir rapidamente se o mesmo estiver disponivel em uma forma
soluvel em 4gua. No entanto, a degradacdo desses contaminantes com limitada
solubilidade em &gua ou que sdo fortemente adsorvidos no solo ou sedimentos pode ser
limitada devido a sua baixa biodisponibilidade (CACHADA et al.,, 2014; DAS;
MUKHERIJEE; SEN, 2008; MAIER; GENTRY, 2015).

Existem maneiras variadas pelas quais as células microbianas podem absorver
hidrocarbonetos em meios aquosos. A Figura 3 mostra as possiveis formas de utilizar

hidrocarbonetos quando o dleo é derramado em aguas marinhas.

Fase orginica

N

__i “ u
i

Fase aquosa

Figura 3. Processos de captacio de hidrocarbonetos pela célula microbiana. (A)
Utilizagdo de compostos organicos solubilizados. (B) Adesdo de células microbianas por
contato direto com a fonte hidrofobica. (C) Absor¢do por contato direto com
hidrocarbonetos dispersos em microgoticulas. (D) Absor¢do de hidrocarbonetos por
producdo de biossurfactantes. Fonte: adaptado de MAIER e GENTRY (2015).
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Conforme observado na Figura 3, os microrganismos podem absorver
hidrocarbonetos de petréleo dissolvidos na fase aquosa. Esse modo de absorc¢do torna-se
limitante a medida que a solubilidade em ambiente aquoso do hidrocarboneto diminui (A).
A absorcdo via contato direto de células degradadoras na interface hidrocarboneto e meio
aquoso também pode ocorrer. Este modo de absor¢éo ¢ limitado pela 4rea interfacial entre
a fase de 4gua e o hidrocarboneto (B). Outra maneira é absor¢do através do contato direto
de células degradadoras com goticulas de 6leo dispersas na fase aquosa. Este modo de
absorc¢do ¢ limitado pela formagdo de tais goticulas. No ambiente marinho, a acdo das
ondas pode criar dispersdo substancial do petréleo. Em um ambiente de solo, essa
dispersdo ¢ mais limitada (C). E por fim, pode acontecer uma absorc¢do aprimorada como
resultado da produgdo de biossurfactantes ou emulsificantes que efetivamente aumentam a
solubilidade aquosa aparente do hidrocarboneto ou permitem uma melhor fixa¢do das
células ao hidrocarboneto (D) (MAIER ¢ GENTRY, 2015).

Neste contexto, para compensar a baixa disponibilidade dos hidrocarbonetos os
microrganismos empregam mecanismos fisiolégicos para aumentar a transferéncia de
massa do contaminante para a célula. Esses mecanismos sdo baseados principalmente na
producdo de agentes tensoativos (biossurfactantes) e na capacidade de adesdo aos
substratos solidos mediante a formagao de biofilmes (MUKHERIJEE; DAS; SEN, 2006;
MULLIGAN; MUDHOO; SHARMA, 2014; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

Diversos estudos relatam a produgdo de biossurfactantes por diferentes
microrganismos, os quais podem ser produzidos de forma constitutiva ou induzida, a partir
de maultiplos substratos, incluindo agucares, Oleos e residuos (CHRZANOWSKI;
LAWNICZAK; CZACZYK, 2012; MORO et al., 2018; PACWA-PLOCINICZAK et al.,

2011).
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Biossurfactantes sdo moléculas constituidas por um dominio hidrofilico e outro
hidrofébico que desempenham habilidades de emulsificagdo e ainda reduzem a tensdo
superficial entre dois liquidos de diferentes polaridades (BANAT et al, 2010;
FRANZETTI; TAMBURINI; BANAT, 2010; OLIVEIRA et al., 2015).

Esses compostos podem ser divididos em duas principais categorias, aqueles de
baixo peso molecular, como glicolipideos, lipopeptideos e proteinas, e os de alto peso
molecular (bioemulsificantes) como proteinas lipopolissacaridicas ou lipoproteinas
(VANDECASTEELE; JONES, 2008a; WARD et al., 2009). Os principais surfactantes

produzidos por diferentes microrganismos estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Principais surfactantes produzidos por microrganismos.

Surfactante de baixo peso molecular Microrganismo produtor
Ramnolipideos” Pseudomonas aeruginosa
Trealolipideos® Rhodococcus erythropolis
Oligossacarideo lipideos® Nocardia corynebacteroides
Soforolipideos® Torulopsis bombicola
Gramidicina S” Bacillus brevis
Surfactinas” Bacillus subtilis
Polimixinas”’ Bacillus polymyxa
Tturinas® Bacillus sp.

Surfactante de alto peso molecular

Emulsan Acinetobacter cacoaceticus
Alasan Acinetobacter radioresistens
Biodispersan Acinetobacter cacoaceticus
Liposan Candida lipolytica
Emulsan 378 Pseudomonas fluorescens

* Glicolipideos. b Lipopeptideos.
Fonte: adaptado de Vandecasteele e Jones (2008).

Existem dois efeitos bem conhecidos dos biossurfactantes. Primeiro, eles podem
efetivamente aumentar a solubilidade aquosa do hidrocarboneto através da formagédo de

micelas ou vesiculas que se associam com hidrocarbonetos como demonstrado na Figura 4.
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Figura 4. Formacao de micelas por moléculas tensoativas quando em contato com
compostos hidrofébicos em meio aquoso.

Desta forma, essas moléculas podem se reunir para formar micelas esféricas em um
esforgo para separar suas regides apolares do contato com a fase aquosa. A dimenséo das
micelas produzidas pode variar de acordo com a natureza do tensoativo. Uma das formas
mais eficientes de avaliar a eficiéncia de um biossurfactante ¢ pela determinagdo da
Concentragdo Micelar Critica (CMC), definida como a concentragdo minima necessaria
para iniciar o processo de formag¢do de micelas (MORO et al., 2018; MUKHERIJEE; DAS;
SEN, 2006; MULLIGAN; MUDHOO; SHARMA, 2014).

Outro efeito conhecido da ag¢do dos biossurfactantes € a capacidade de facilitar a
ligagdo das células ao hidrocarboneto, tornando a superficie celular mais hidrofobica e,
assim, mais apta a aderir a uma fase oleosa separada. Assim, a produgdo de
biossurfactantes torna possivel alcangar taxas de biodegradacdo muito melhoradas na
presenca de biossurfactantes (BEZZA; CHIRWA, 2017; CAMEOTRA; SINGH, 2008a;
MESBAIAH et al., 2016; NOPARAT; MANEERAT; SAIMMAI, 2014; RAHMAN;
GAKPE, 2008).

Por fim, microrganismos também podem produzir substincias poliméricas
extracelulares (EPS, Extracellular Polymeric Substances). Tem sido demonstrado que
alguns poluentes clorados podem ser acumulados em biofilmes por adsor¢do a

exopolimeros microbianos e entdo serem metabolizados em periodos de escassez de fontes
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de carbono. Em relagdo aos hidrocarbonetos, adsor¢do ao EPS foi descrita e alguns autores

sugerem que o EPS possa estar envolvido no armazenamento desses contaminantes em

biofilmes (JOHNSEN; WICK; HARMS, 2005).

1.4.1 Mecanismos de biodegradacao de hidrocarbonetos alifaticos

Existem vérias fontes de hidrocarbonetos alifaticos comumente encontrados no

ambiente como contaminantes. Estes incluem estruturas de cadeia linear e ramificada

encontradas nos hidrocarbonetos de petroleo (DAS; CHANDRAN, 2011b; FERREIRA et

al., 2012; SPEIGHT, 2014). Na Tabela 2 podemos observar as propriedades fisico-

quimicas e as estruturas de diferentes hidrocarbonetos alifaticos.

Tabela 2. Principais propriedades fisico-quimicas de Hidrocarbonetos alifaticos.

Hidrocarboneto Foérmula Molecular Peso molecular  Solubilidade em agua(mg/L)
Metano CH, 16,04 35
Propano C;Hg 44,1 75
Hexano CeHy4 86,18 95
Nonano CoHy 128,2 0,00071
Undecano CyHy 156.3 0,00035
Tridecano Ci3Hyg 184,4 0,000096
Pentadecano CisHs, 2124 0,000000076
Heptadecano Cy7Hz6 240,5 0,000014
Pristano CioHyg 268,5 0,000017
Fitano CyoHyp 282,5 0,000017
Tricosano CyHyg 324,6 0,000005
Hexacosano CoeHsy 366,7 0,0000041
Nonacosano CyoHg 408,6 0,0000044
Dotriacontano C3Hgs 450,9 0,0000042
Tetratriacontano CssHypy 493,94 0,0000048
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Devido a semelhanga estrutural dos alcanos com 4cidos graxos, que se encontram
onipresentes na natureza, muitos microrganismos no ambiente podem utilizar n-alcanos
como Unica fonte de carbono e energia (MAIER; GENTRY, 2015; ROJO, 2009). Como
resultado, os alcanos s@o geralmente considerados o tipo de hidrocarboneto mais
facilmente biodegradavel. A biodegradacdo de alcanos, que ocorre com uma alta demanda
bioldgica de oxigénio, utiliza uma das duas principais vias, que estdo ilustradas na Figura

5.

P=n O
g _> e
ALCANO (CHy) ALCOOL (R-CH,0H) ALDEIDO (R-CHO)

ACIDO GRAXO (R-COOH)

e ] N g‘% 7

ALCANO (CHy) HIDROPEROXIDO ALCOOL (R-CH,0H) ALDEIDO (R-CHO)
(R-CH,00H)

1l NADP

p-Oxidacio

CoA
Wil =, @, D,
ACIDO GRAXO (R-COOH) Coenzima A . .
7 carbonos ‘ *

ACIDO GRAXO (R-COOH) Acetil-CoA
5 carbonos

Figura 5. Degradacao aerdbica de hidrocarbonetos alifiticos por microrganismos.
Fonte: adaptado de MAIER e GENTRY (2015).
A via mais comum ¢ a incorporagdo direta de um atomo de oxigénio em um dos

carbonos das extremidades do alcano por uma enzima monooxigenase, seguida por uma
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desidrogenacdo (I). Alternativamente, uma enzima dioxigenase pode incorporar dois
atomos de oxigénio no hidorcarboneto para formar um hidroperéxido (II). O resultado final
de ambas as vias € a producdo de um 4cido graxo primario (Figura 5). Existem também
exemplos na literatura de oxida¢do diterminal, com ambas as extremidades do alcano
oxidado, e de oxidagdo subterminal, com um carbono no interior da cadeia oxidado
(ATLAS, 1981; FUNHOFF; VAN BEILEN, 2007; GIBSON, 1984; ROJO, 2009; VAN
BEILEN; FUNHOFF, 2007; VASCONCELOS, 2006).

O resultado da oxidagdo ¢ a formagdo de um alcool, seguido por um aldeido e por
fim um 4cido graxo, que ¢ o principal intermediario da biodegradacdo de alcanos
(FUENTES et al., 2014; MAIER; GENTRY, 2015; VAN HAMME; SINGH; WARD,
2003).

Os 4cidos graxos sdo metabdlitos comuns encontrados em todas as células. Eles sdo
usados na sintese de fosfolipidios de membrana e materiais de armazenamento de lipidios
(MAIER; GENTRY, 2015). A via comum utilizada para metabolizar acidos graxos ¢
conhecida como B-oxidacdo, esta via cliva fragmentos consecutivos de dois carbonos
(Figura 5). Cada fragmento de dois carbonos ¢ removido pela coenzima A, e entdo entra no
ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) para mineralizacdo completa, resultando em CO; e
H>0. Se este processo iniciar com um alcano que tem um nimero par de carbonos, o
fragmento de dois carbonos acetil-CoA sera o ultimo residuo. Se comecar com um alcano
com nimero impar de carbonos, o fragmento de trés carbonos propionil-CoA serd o ultimo
residuo. O propionil-CoA ¢ entdo convertido em succinil-CoA, uma molécula de quatro
carbonos que ¢ um intermedidrio do ciclo de TCA (GIBSON, 1984; MAIER; GENTRY,

2015; MULLER, 2009).
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Desta forma, existem duas classes de monooxigenases conhecidas para degradagdo
de hidrocarbonetos alifaticos, as quais s@o denominadas de alcano hidroxilases. A
diferenga entre elas consiste na presenc¢a de um unico aminoacido que determina a faixa de
substrato para cada enzima. As alcano hidroxilases do tipo 1 (AHI) oxidam alcanos de
cadeias carbonicas médias e curtas (VANDECASTEELE; JONES, 2008a). J& a outra
classe, as alcano hidroxilases do tipo 2 (AH2), oxidam cadeias longas de alcanos (>40
carbonos), as quais pertencem a maioria dos membros da familia de enzimas AlkB.

O sistema das alcano hidroxilases AlkB consiste na acdo de trés proteinas:
hidroxilase, rubredoxina e rubredoxina reductase. Estas duas ultimas proteinas atuam como
carreadoras de elétrons entre NADH e a hidroxilase. As hidroxilases sdo proteinas de alta
massa molecular encontradas na membrana citoplasmética, na qual a atividade depende da
presenca de fosfolipideos e ferro. Desta forma, a rubredoxina (AlkG) é uma proteina que
contém um ou mais centros ativos com atomos de ferro e a rubredoxina reductase (AIKT) é
uma flavoproteina. Os genes desse complexo geralmente sdo agrupados dentro de operons
ou em plasmideos (AMOURIC et al.,, 2010; FUNHOFF; VAN BEILEN, 2007; VAN
BEILEN; FUNHOFF, 2005; WARD et al., 2009). Para que a oxidag@o do hidrocarboneto
alifatico ocorra completamente, também ¢ necessdria a presenca de enzimas &alcool
desidrogenases, aldeido desidrogenases, acil-CoA sintetases e uma proteina de membrana,
a qual realiza o transporte dos substratos.

Além da classe AlkB, outros sistemas de alcano hidroxilases, envolvidos na
oxidacdo inicial de alcanos maiores que n-C5, foram descritos, tais como 0s sistemas
Citocromo P450 (CYP153) que oxidam alcanos C5-C16 (VAN BEILEN; FUNHOFF,
2005) ou a alcano dioxigenase contendo flavina com uma gama de substratos entre C10-

C30 (MAIER; GENTRY, 2015). De fato, para muitos degradadores de n-alcanos, uma
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combinagdo de diferentes sistemas de oxidag¢do de alcanos com faixas sobrepostas de

substratos foi relatada (AMOURIC et al., 2010).

1.4.2 Mecanismos de

aromaticos

biodegradacao

de hidrocarbonetos

policiclicos

Dentre os compostos organicos presentes no petréleo, os de maior preocupagdo sdo

os PAHs, os quais contribuem significativamente para as propriedades toxicoldgicas do

petroleo (BALACHANDRAN et al.,

KHAN; HUSAIN; HEJAZI, 2004;

VOLLHARDT; SCHORE, 2004). A Tabela 3 lista os 16 PAHs caracterizados como

poluentes prioritarios.

Tabela 3. Principais propriedades fisico-quimicas de PAHs.

—
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16

PAH N° de anéis Peso molecular Solubilidade em agua(mg/L)
Naftaleno 2 128 31
Acenaftileno 3 152 16
Acenafteno 3 154 3,8
Fluoreno 3 166 1,9
Fenantreno 3 178 1,1
Antraceno 3 178 0,045
Fluoranteno 4 202 0,26
Pireno 4 202 0,13
Benzo[a]antraceno 4 228 0,011
Criseno 4 228 0,006
Benzo[b]fluoranteno 5 252 0,0015
Benzo[k]fluoranteno 5 252 0,0008
Benzo[a]pireno 5 252 0,0038
Dibenzo[a,h]antraceno 6 278 0,0006
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6 276 0,00019
Benzo[ghi|perileno 6 276 0,00026

Fonte: United States Environmental Protection Agency (USEPA).
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Compostos aromaticos contém pelo menos um sistema de anel insaturado com a
estrutura geral CsRs, onde R ¢é qualquer grupo funcional. O benzeno (CeHe) é o
hidrocarboneto original desta familia. Compostos contendo dois ou mais anéis benzénicos
fundidos sdo chamados de PAHs (CHAUDHARY et al., 2015; MAIER; GENTRY, 2015;
MULLER, 2009; ORTEGA-GONZALEZ et al., 2013).

Uma ampla variedade de bactérias e fungos pode realizar transformagdes
aromaticas, tanto parciais quanto completas, sob uma variedade de condi¢cdes ambientais
(ARULAZHAGAN; VASUDEVAN, 2011; CERNIGLIA; SUTHERLAND, 2010;
FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011; GRIFOLL et al., 1995; LADINO-ORJUELA et al., 2016;
M BAMFORTH; SINGLETON, 2005).

Classicamente, os hidrocarbonetos arométicos podem ser metabolizados por
microrganismos mediante trés mecanismos: (i) a oxida¢do do anel aromadtico por
dioxigenases; (ii) a oxidagdo do anel aromatico por monooxigenases do citocromo P-450; e
(ii1) a oxidacdo do anel aromdtico por peroxidases (Figura 6) (MAIER; GENTRY, 2015;
VANDECASTEELE; JONES, 2008).

Em condic¢des aerodbicas, a transformacgdo inicial mais comum ¢ uma hidroxilagdo
que envolve a incorporacdo de oxigénio molecular. As enzimas envolvidas nessas
transformagdes iniciais sdo monooxigenases ou dioxigenases. Em geral, as dioxigenases
atuam na formagdo de duas hidroxilas e transformam os compostos aromaticos a cis-
dihidrodiol. O cis-dihidrodiol é rearomatizado para formar um intermediario, conhecido
como catecol. O anel de catecol € clivado por uma segunda dioxigenase entre os dois
grupos hidroxila (via orto), pela agdo das intradiol dioxigenases, ou entre o dtomo de
carbono e o grupo hidroxila (via meta), pela acdo das extradiol dioxigenases. Apds a

clivagem dos compostos aromaticos, estes sdo transformados em intermedidrios de rotas
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metabodlicas do TCA (MAIER; GENTRY, 2015; ROJO, 2009; VANDE CASTEELE;
JONES, 2008; WARD et al., 2009). A Figura 6 ilustra o processo de biodegradacdo dos

hidrocarbonetos arométicos pelos dois grupos de dioxigenases citados.

H\ﬁ/J« A

BENZENO Catecol

H H H H
HE/C\CH 0, uc/c \f-m - uc/c\c—ou
/&“—-0 »L\c/ﬂ—ou

H H

Cc
e
L

Catecol S

Figura 6. Principais etapas de degradacio de hidrocarbonetos aromaticos sob
condicdes aerobicas. Fonte: adaptado de MAIER e GENTRY (2015).

Essa classe de enzimas também pode ser divida em dois grupos: as enzimas
periféricas e as enzimas de fissdo. As enzimas periféricas realizam a adi¢do dos dtomos de
oxigénio no substrato, oxidando este a um nimero bastante limitado de intermediarios
(HARAYAMA, 1992). Ja as enzimas de fissdo s@o responsaveis por reconhecer estes
intermediarios e clivar seu anel aromatico.

A maioria dos microrganismos eucarioticos ndo mineraliza os aromaticos, ao

contrario, eles sdo processados para desintoxicacdo e excrecdo. Isso € feito por uma
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oxidacdo inicial com uma monooxigenase do citocromo P-450 que incorpora um 4tomo de
oxigénio molecular no aromatico, resultando na formag@o de um 6xido de areno. Isto ¢
seguido pela adicdo enzimatica de agua para produzir um trans-dihidrodiol (Figura 7).
Alternativamente, o 6xido de areno pode ser isomerizado para formar fenois, que podem
ser conjugados com sulfato, acido glucuronico e glutationa. Estes conjugados sio
semelhantes aqueles formados em organismos superiores que sdo usados na eliminagéo de
compostos aromaticos (MAIER; GENTRY, 2015; ROJO, 2009; VANDECASTEELE;

JONES, 2008).

—— Fenol
/ " o CH conjugado
H

/ \Gi \ 5 Fenol
MONOO)HGENASE >
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BENZENO Oxido areno H H
c |
HO —
HC Co=0H

frans-dihidrobenzeno

Figura 7. Degradacio fungica de compostos aromaticos pela acio de mono-
oxigenases. Fonte: adaptado de MAIER e GENTRY (2015).

Um pequeno grupo de eucariotos, os fungos lignoliticos podem mineralizar
completamente compostos aromaticos em um processo conhecido como degradagdo
lignolitica. A fim de degradar uma estrutura baseada em aromaticos amorfos, como a
lignina, os fungos liberam enzimas extracelulares ndo especificas, como a lacase ou a
peroxidase de lignina dependente de H>O». Essas enzimas geram radicais livres a base de

oxigénio que reagem com o polimero de lignina para liberar residuos que s@o absorvidos
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pela célula e degradados. Como a estrutura da lignina ¢ baseada em uma estrutura
aromatica e as enzimas iniciais usadas para degradar a lignina s@o inespecificas, os fungos
sdo capazes de usar a mesma atividade para degradar uma variedade de contaminantes

aromaticos (MAIER; GENTRY, 2015; ROJO, 2009; VANDECASTEELE; JONES, 2008).

1.5 Aplicagdo de consorcios microbianos na remediacio de ambientes

contaminados com hidrocarbonetos

Uma ampla variedade de estudos tem descrito microrganismos com capacidade de
utilizar compostos petroquimicos como Unica fonte de carbono e energia (CERQUEIRA et
al., 2011a; DAS; CHANDRAN, 2011b; DAS; KAZY, 2014; SARKAR et al., 2017; VILA;
GRIFOLL, 2009). Desta forma, caracterizar linhagens degradadores de hidrocarbonetos de
petrdleo tem se demonstrado extremamente 1Util para o melhoramento de estratégias de
remediacdo desses compostos.

Diferentes microrganismos fornecem graus distintos de degradacdo de
hidrocarbonetos. Associacdes de microrganismos aumentam sua capacidade de utilizar um
grande nimero de hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono para a sobrevivéncia.
Esses microrganismos podem mineralizar completamente os compostos de petroleo através
das ag¢Ges metabolicas de uma ou mais linhagens ( GUERRA et al., 2018; JACQUES et al.,
2005; KADALI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017; NAPP et al., 2018b). Além disso,
mesmo que muitos microrganisSmos ndo sobrevivam em ambientes apenas com
hidrocarbonetos de petroleo e assim ndo metabolizem esses compostos, eles podem
contribuir para a comunidade global de microorganismos por expressdo de suas vias

metabolicas tUnicas. A literatura descreve extensivamente que as bactérias
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hidrocarbonoclésticas ndo s@o as Unicas capazes de degradar hidrocarbonetos e/ou produzir
biossurfactantes (CHRONOPOULOU et al., 2015; SCHNEIKER et al., 2006).

Desta forma, a aplicagdo de culturas mistas nos ambientes contaminados com
petrdleo apresenta caracteristicas mais vantajosas que as culturas puras, devido ao efeito de
interagdes sinérgicas e cometabodlicas entre os membros da associacdo. A degradagdo
completa de hidrocarbonetos envolve o uso de consércios microbianos, incluindo
procariotos e eucariotos (GUERRA et al., 2018; HEAD; JONES; ROLING, 2006;
KOSTKA et al., 2011; OWSIANIAK et al., 2009; RIZZO et al., 2006; TREMBLAY et al.,

2017).

1.6 Ferramentas moleculares empregadas na microbiologia do petréleo

O conhecimento da diversidade taxondmica e metabolica € essencial para entender
o papel das comunidades microbianas nos diferentes processos que ocorrem nos
ecossistemas. Grande parte dos microrganismos encontrados na natureza ndo s&o
cultivdveis e tampouco isolados pelos métodos tradicionais. Desta forma, estima-se que
99% da diversidade microbiana permanece desconhecida (HANDELSMAN, 2004;
OLIVEIRA et al., 2015). Especialmente, devido ao fato de as condi¢cdes nutricionais
necessdrias para o desenvolvimento celular ndo serem obtidas artificialmente. Além disso,
em amostras ambientais muitos microrganismos ndo estdo presentes em proporc¢des
abundantes e acabam sendo desconsiderados durante os métodos de cultivos classicos
(HANDELSMAN, 2004; HANDELSMAN et al., 1998; KUNIN et al., 2008). Desta forma,
os métodos moleculares e a engenharia de proteinas t€ém renovado consideravelmente as

pesquisas cientificas no ramo da microbiologia e assim, ampliado suas aplicagdes.
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Neste contexto, estudos metagendomicos tém emergido como uma estratégia para
analisar as comunidades microbianas de diversos ambientes, tornando possivel o acesso ao
potencial genético de microrganismos sem a necessidade de utilizar meios de isolamento
em laboratorio (MIRETE; MORGANTE; GONZALEZ-PASTOR, 2016).

Essa ferramenta molecular pode fornecer importantes informagdes, como (i) a
identificacdo de padrdes taxonOmicos, (ii) a caracteriza¢do de vias metabdlicas até entdo
desconhecidas, (iii) o aumento da complexidade das vias biogeoquimicas (iv) a andlise da
interacdo entre os membros das comunidades microbianas, ¢ (v), a identificagdo de novas
enzimas e moléculas com diversas aplicagdes (KUNIN et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2015).

A metagendnica consiste na extrag¢do e sequenciamento de DNA a partir de diversas
amostras. Esse material genético fica entdo disponivel para realizagdo de varias andlises,
como por exemplo, o sequenciamento de DNA em larga escala (HANDELSMAN, 2004;
MIRETE; MORGANTE; GONZALEZ-PASTOR, 2016; OULAS et al., 2015).

Na ultima década, a metagendmica baseada no sequenciamento de nova geragéo
(NGS, Next Generation Sequecing) gerou um enorme volume de dados e se transformou
em uma area de pesquisa em constante crescimento, principalmente devido a sua alta
capacidade de andlise, acessibilidade e baixo custo (DE FILIPPO et al., 2012; KUNIN et
al., 2008; LADOUKAKIS; KOLISIS; CHATZIIOANNOU, 2014; MEYER et al., 2008).
Essa evolugdo resultou em uma geragdo massiva de dados, e para analisar e processar essas
sequéncias a bioinformdatica vem se aprimorando e acompanhando este progresso
(DUDHAGARA et al., 2015; KUNIN et al., 2008).

As abordagens metagendmicas sdo geralmente realizadas de duas formas:

metagendmica com andlise baseada em uma sequéncia especifica ou em sequéncias
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inespecificas (shotgun). Na primeira, a diversidade de um tunico gene ¢ avaliada, essas
andlises sdo frequentemente empregadas para investigar a diversidade filogenética e
abundancia relativa de um determinado gene em uma amostra. Para isso, ¢ necessario o
desenho de iniciadores (primers) provenientes de regides conservadas de genes ou familias
de proteinas ja conhecidas. Esta abordagem ¢ regularmente utilizada para investigar a
diversidade taxondmica a partir de sequéncias de subunidades RNA ribossomal (16S/18S
rRNA) em uma amostra. Na abordagem metagendmica baseada em sequéncias
inespecificas, o DNA total das amostras € extraido e fragmentado (shotgun), e bibliotecas
metagendmicas sio preparadas para determinar o conteudo genético total da amostra. Essa
¢ uma técnica poderosa para avaliar o potencial funcional de uma comunidade microbiana
e para identificar classes completamente novas de genes que codificam fungdes novas ou
conhecidas (AN et al, 2013; HANDELSMAN, 2004; KUNIN et al, 2008;
TECHTMANN; HAZEN, 2016).

A utilizacdo de servidores e programas, como por exemplo, o Metagenomic Rapid
Annotations using Subsystems Technology (MG-RAST) e MEtaGenome ANalyser
(MEGAN) tem auxiliado no processamento dos dados gerados. Esses avaliam
automaticamente as atribui¢des filogenéticas e funcionais das sequéncias que pertencem a
biblioteca metagendmica, bem como fornecem ferramentas para comparar diferentes
metagenomas (DUDHAGARA et al., 2015; HUSON et al., 2007; MEYER et al., 2008).

Alguns bancos de dados permitem a realizagdo de andlises especificas, como por
exemplo, o BioSurfDB (Biosurfactant and Biodegradation Data Base), o qual retne
informagdes sobre a caracterizacdo de compostos e mecanismos biologicos envolvidos na
biodegradag¢do de hidrocarbonetos e producdo de biossurfactantes (OLIVEIRA et al.,

2015).
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Neste contexto, grande parte da pesquisa sobre a biorremediacdo estd focada na
compreensdo das taxas de degradacdo de contaminantes sob condi¢cdes naturais ou
alteradas. Embora os microrganismos sejam reconhecidos como essenciais para a
biorremediacdo, muito pouco se sabe sobre as interagdes entre 0s microrganismos
envolvidos ou as mudang¢as na comunidade das varias estratégias de intervengéo
microbiana. Desta forma, estudos metagenomicas também podem ser aplicados como uma
ferramenta para investigar o impacto de contaminantes na alteragdo da estrutura de uma
comunidade microbiana (TECHTMANN; HAZEN, 2016).

Assim, abordagens utilizando sequenciamento total de DNA também auxiliam a
caracterizar novos genes envolvidos na degradacdo de hidrocarbonetos e na producio de
surfactantes, que tém potencial para desenvolver uma estratégia de biorremediacdo ¢&,
portanto, promissora e representa um assunto importante de pesquisa.

Estes estudos podem levar ao desenvolvimento de novas estratégias biotecnoldgicas
e criacdo de novos processos industriais € biotecnoldgicos, importantes para a preservagéo

e planejamento ambiental.
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2

OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade de degradacdo de

consorcios e isolados microbianos, além de analisar os genes envolvidos na degradacdo de

hidrocarbonetos do petréleo.

2.1

Objetivos Especificos

IIL.

I1I.

IV.

Prospectar consércios microbianos autéctones com atividade de degradagdo de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos;

Analisar as vias metabdlicas empregadas pelos consércios microbianos
selecionados pela identificacio de genes envolvidos na degradagdo de
hidrocarbonetos e produgdo de biossurfactantes;

Avaliar o potencial de degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo em dagua
marinha pelos consorcios microbianos selecionados;

Isolar e caracterizar microrganismos que apresentem capacidade de degradar

hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos;
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3 RESULTADOS

Os resultados da presente tese estdo distribuidos em dois capitulos. O primeiro
capitulo (item 3.1) aborda a andlise taxondmica e funcional comparativa de consdrcios
microbianos expostos a hidrocarbonetos de petrdleo. Os resultados apresentados neste
capitulo foram publicados na forma de um artigo cientifico no periddico Chemosphere
(Napp, et al., 2018). J& os resultados apresentados no segundo capitulo (item 3.2), referem-
se a avaliacdo da capacidade degradativa de microrganismos isolados selecionados a partir
de amostras contaminadas com hidrocarbonetos de petroleo e seu potencial para aplicagao

biotecnoldgica para a remediagdo de ambientes contaminados.
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3.1 Capitulo I: Comparative Metagenomics Reveals Different Hydrocarbon

Degradative Abilities from Enriched Oil-Drilling Waste

Este capitulo apresenta o artigo publicado na revista Chemosphere em 11 de junho
de 2018 (Napp, et al., 2018). Este trabalho contou com a colabora¢do de diferentes
Laboratérios de Pesquisa.

No Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, foi
realizado o delineamento deste trabalho e as anélises de produg¢o de biossurfactantes, com
a participacdo do aluno de doutorado José Evandro S. Pereira, sob a supervisio da
Professora Marilene Henning Vainstein.

No Departamento de Biologia Celular e Genética do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, foram realizados os enriquecimentos
microbianos e as andlises taxondmicas e funcionais dos metagenomas, com o auxilio dos
alunos de pds-doutorado Jorge S. Oliveira e Rita C. B. Silva-Portela sob a supervisdo da
Professora Lucymara F. Agnez-Lima.

No Departamento de Quimica Inorganica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, foram realizadas as etapas de extracdo e fracionamento dos hidrocarbonetos, com o
auxilio do aluno de doutorado José Evandro S. Pereira sob a supervisdo da Professora
Maria C. R. Peralba.

No Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
foram realizadas andlises de quantificagdo de hidrocarbonetos, com o auxilio do aluno de
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The oil drilling process generates large volumes of waste with inadequate treatments. Here, oil drilling
waste (ODW) microbial communities demonstrate different hydrocarbon degradative abilities when
exposed to distinct nutrient enrichments as revealed by comparative metagenomics. The ODW was
enriched in Luria Broth (LBE) and Potato Dextrose (PDE) media to examine the structure and functional
variations of microbial consortia. Two metagenomes were sequenced on Ion Torrent platform and
analyzed using MG-RAST. The STAMP software was used to analyze statistically significant differences
amongst different attributes of metagenomes. The microbial diversity presented in the different en-
richments was distinct and heterogeneous. The metabolic pathways and enzymes were mainly related to
the aerobic hydrocarbons degradation. Moreover, our results showed efficient biodegradation after 15
days of treatment for aliphatic hydrocarbons (C8-C33) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs),
with a total of about 50.5% and 46.4% for LBE and 44.6% and 37.9% for PDE, respectively. The results
obtained suggest the idea that the enzymatic apparatus have the potential to degrade petroleum
compounds.
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1. Introduction
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work hand in hand, contributing towards the economic and social
development of countries worldwide (Cerqueira et al., 2011;
Jafarinejad, 2017). The continuous increase in demand for
petroleum-based products calls for the creation of more extraction
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sites every year, both on land (onshore) and at sea (offshore).

The process of drilling oil and gas wells generates large volumes
of petrochemical mud waste all over the world (Jafarinejad, 2017).
This petrochemical mud is composed of harmful compounds, and
its improper disposal creates a serious environmental threat. Ac-
cidents involving oil spills have drastically risen due to the
increased amount of oil exploration and production nowadays,
creating a major challenge concerning the treatment of contami-
nated areas (Das and Chandran, 2011).

Generally, drilling waste generated by the petrochemical in-
dustry is heterogeneous, soil-like waste, and contains a significant
percentage of hydrocarbon-heavy metals and salts (Hu et al., 2013).
Petroleum hydrocarbons in crude oil are composed of a complex
mixture of aliphatics, alicyclics and PAHs. These hydrocarbons can
vary in compositional and physical properties according to the
reservoir's origin (Peixoto et al., 2011).

Petroleum reservoirs establish geological environments of deep
subsurface sediment, which become microbial habitats capable of
hosting a variety of different organisms (Sierra-Garcia et al., 2014).
Understanding these microbial communities and their metabolic
activities regarding petrochemical waste is crucial for the future
development of biotechnological applications in favor of achieving
the degradation of the relentless accumulation of oil hydrocarbons
in nature.

Bioremediation is a natural process where autochthonous and/
or indigenous microorganisms use carbon from harmful organic
pollutants as a source of energy, breaking down toxic substances
into less toxic or non-toxic substances. There is significant interest
in the process of decontamination by bioremediation, as it is a
relatively simple process, while being cost-efficient and environ-
mentally friendly. Characterizing petroleum-degrading strains and
their metabolic pathways has been proven extremely useful in the
enhancement of remediation approaches. A wide variety of mi-
croorganisms have been identified with the capability to use the
carbon contained in the xenobiotic chemicals of petrochemical
waste as their sole source of energy (Cerqueira et al., 2012; Das and
Chandran, 2011; Das and Kazy, 2014). Some of these microorgan-
isms not only produce specific enzymes for hydrocarbon degrada-
tion, as produce adjuvant molecules, called biosurfactants (BS), that
together can contribute to the partial and complete systemic
breakdown of the original pollutant (Belgacem et al., 2015; Oliveira
et al., 2015; Owsianiak et al., 2009; Tremblay et al., 2017). Bio-
surfactants are produced by a wide variety of organisms in a
constitutive or induced manner, from various substrates, including
sugars, oils, and residues (Chrzanowski et al., 2012; Moro et al.,
2018; Pacwa-Piociniczak et al., 2011).

Metagenomic approaches have emerged as a strategy to analyze
microbial communities in the environment, enabling access to the
genetic potential of microorganisms without the need for cultiva-
tion in the laboratory (Mirete et al., 2016).

Through metagenomics, the presence of hydrocarbon-
degrading enzymes and microorganisms useful for xenobiotic
degradation was evaluated. Additionally, the biodiversity and
functional aspects of two different enriched oil-drilling wastes
were comparatively analyzed, and the specific sequences and mi-
croorganisms involved in hydrocarbon-degradation were identi-
fied. The data provided in this study demonstrates the
biotechnological potential of this environment.

2. Methods
2.1. Sample collection

0Oil drilling waste (ODW) samples were obtained from one pe-
troleum production well at the onshore Potiguar Basin (Rio Grande

do Norte, Brazil). The Potiguar Basin is located at the Brazilian
equatorial margin, covering an area of about 94,043 km?. The basin
produces an average of 3398.13m> of petroleum per year and
constitutes one of the largest Brazilian petroleum producers (ANP,
2016).

2.2. Microbial enrichments

ODW (8 g) were homogenized and used as an inoculum for the
microbial enrichment cultures. These were grown in a 250 mL
Erlenmeyer flask, containing 50 mL Luria-Bertani (LB) (Thermo
Fisher Scientific, USA) or Potato Dextrose (PD) medium (potato
extract 0.4%; dextrose 2%). Each medium was supplemented with
1% crude oil, in order to increase selective pressure.

The total incubation period for the assays was 21 days, at a
temperature of 30 °C. Within that incubation period, the inoculum
was transferred to a freshly prepared media every 7 days. After the
total incubation period, the LB and PD enrichments (LBE and PDE)
were submitted for total DNA extraction. Medium aliquots were
separated and stored in 30% glycerol at —80 °C.

2.3. DNA extraction and sequencing

Total DNA was extracted from 1.8 mL aliquots of samples using
the UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories,
Inc., Carlsbad, CA), following the manufacturer's instructions.

The sequencing libraries were constructed using 100 ng of
genomic DNA and the Ion Xpress Plus Fragment library kit (Thermo
Fisher Scientific, USA), following the manufacturer's protocols. The
genomic DNA was sheared by enzymatic lysis using the Ion Shear
Plus Reagents, linked to adapter P1 and to Ion Xpress barcode
adapter, and concomitantly nick repaired to complete the connec-
tion between the adaptor and DNA insert.

The size-select of the library was performed with the E-Gel
SizeSelect 2% agarose (Invitrogen, USA). An amplification reaction
was set up in a final volume of 130 pL with the following cycling
profile: 95 °C for 5 min; followed by 8 cycles of 95 °C for 15, 58 °C
for 15, and 70 °C for 60 s. After each step, a purification was per-
formed using magnetic beads on Agencourt® AMPure® XP Kit
(Beckman Coulterc, USA). Template preparation was conducted
using the lon PGM Template OT2 400 Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA). Library was diluted and 26 pM was added to an aqueous
master mix containing Ion Sphere Particles (ISPs) using the man-
ufacturer's specified proportions. Emulsion was created using an
Ion OneTouchTM 2 Instrument. After emulsion PCR, DNA positive
ISPs were recovered and enriched according to standard protocols.
A sequencing primer was annealed to DNA positive ISPs and the
sequencing polymerase bound, prior to loading of ISPs into Ion 318
sequencing chip. Sequencing of the sample was conducted ac-
cording to the Ion PGM™ Sequencing 400 Kit Protocol (Thermo
Fisher Scientific, USA). The run was programmed to include 850
nucleotide flows to deliver 400 base read lengths, on average. The
library was sequenced on lon Torrent Personal Genome Machine.

2.4. Taxonomic distribution profile

Metagenomic reads were assigned with the MetaGenome Rapid
Annotation using Subsystem Technology (MG-RAST) server (Meyer
et al., 2008). In MG-RAST, the species richness was computed as the
antilog of the Shannon diversity. The abundance of the microbial
communities was identified using the lowest common ancestor
(LCA) method with the following parameters: maximum e-value
cutoff of 1 e —5, a minimum identity of 60% and 15 bp as the
minimum alignment length. Statistical analysis for distinct taxo-
nomic levels was performed using the Statistical analyses of
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Metagenomic Profiles (STAMP) (Parks and Beiko, 2010) software.
Results with q < 0.05 (corrected p-value) were considered signifi-
cant; unclassified reads were removed from the analysis. The bio-
logical relevance of the taxonomic statistics was determined by
applying a difference of at least 1% between the proportions.

The RefSeq classification was normalized using count-relative
abundances and total Open Reading Frames (ORFs) obtained per
metagenome. The statistical significance of relative proportion in
taxonomic distribution of LBE and PDE metagenomes was evalu-
ated using the two-sided Fisher's exact test and the standard
asymptomatic approach for ratio proportions. Since p-value was
not uniformly distributed, Benjamin-Hochberg FDR was applied as
a correction method. Results with p <0.05 were considered sta-
tistically significant.

2.5. Functional annotation

Functional profiles were initially identified using the SEED
subsystems annotation source of the MG-RAST server, with
maximum e-value cutoff of 1 e —5, a minimum identity of 60% and
15 bp as the minimum alignment length. The metabolic pathways
of xenobiotics degradation and the annotation of gene sequences
involved in the degradation of hydrocarbons and surfactants pro-
duction were generated using the Biosurfactants and Biodegrada-
tion Database (BioSurfDB) (Oliveira et al., 2015). BioSurfDB has a
connection between each protein and one or more metabolic
pathways, allowing the creation of a histogram of the most abun-
dant metabolic pathways in each sample. The relative functional
abundance was determined by considering the total reads for the
metabolic pathways and biosurfactants analyzed. The significance
of differences in the relative proportions of functional levels,
metabolic pathways, and proteins were statistically analyzed in the
STAMP software, using the same parameters described for the
taxonomic analysis (Parks and Beiko, 2010).

2.6. Metagenomic consortia potential for hydrocarbons
degradation

The microbial consortia (0.2%) (LBE and PDE) were inoculated in
250 mL Erlenmeyer flasks containing oil (1%) and 50 mL of LB or PD
medium each. The cell growth was monitored for 12 days at 30 °C.
The petroleum biodegradation ability of the consortia was evalu-
ated with Triphenyl Tetrazolium Chloride (TTC) redox indicator,
according to Braddock and Catterall (1999). Each consortium (0.8
0OD600,,,) was inoculated in 5 mL of minimum mineral 1 (MM1)
containing the TTC redox indicator and petroleum (1%) as a carbon
source. The tubes were incubated at 30°C for up to 168 h. As
negative control, sterile water was used to replace the inoculum.
Positive reactions were obtained by observing the color change of
the medium. The capacity of producing biosurfactants was evalu-
ated through the emulsification index, drop collapse and oil
spreading assays (Belgacem et al., 2015; Cooper and Goldenberg,
1987; Youssef et al., 2004).

2.7. Hydrocarbons degradation assay

Metagenomic consortia (LBE and PDE) were evaluated for their
biodegradation ability using a mix of aliphatic (C8-C33) and PAHs
(anthracene, phenanthrene and pyrene) petroleum hydrocarbons.
LBE and PDE were pre-cultured in 250 mL Erlenmeyer flasks con-
taining 50 mL of LB or PD medium. This was followed by incubation
on a rotatory shaker (180 rpm) at 30 °C for 7 days. The cells were
centrifuged (8000 rpm, 10 min, 4°C) and the pellet was washed
twice with sterile distilled water. The pools (1.5 OD600,;,) were
suspended in natural marine water. The cultures were inoculated in

40 mL of sterile natural marine water containing a solution of hy-
drocarbons (1%) and incubated on a rotatory shaker (180 rpm) at
30 °C for 15 days. Biodegradation negative controls were performed
using natural marine water plus hydrocarbon with no addition of
microbial inoculum.

2.8. Quantitative analysis of hydrocarbons

The glassware was washed with detergent, rinsed in distilled
water, ultra-pure water and acetone. Finally, they were kept at
300 °C for 3 h. After 15 days of incubation with the microbial con-
sortia, petroleum hydrocarbon fractions (F1 and F2) were subjected
to a liquid-liquid extraction process. The extract was concentrated
in a rotary evaporator (40 °C, 800 mbar for 10 min) and submitted
to preparative liquid chromatography in order to fractionate (clean)
the aliphatic (F1) and aromatic (F2) fractions (Cerqueira et al., 2011;
Dorr de Quadros et al., 2016; Jacques et al., 2005). The assays were
performed in three replicates and monitored by Gas Chromatog-
raphy with Flame lonization Detector (GC-FID), adapted from
Ferreira et al. (2012). The identification of the constituents of
fractions F1 and F2 was based on the respective retention times of
analytical standards. A mixture of C8-C36 saturated alkanes
(Supelco, 1000 pg mL™1), Pristane (Sigma-Aldrich, 1000 pg mL™1)
and Phytane (Sigma-Aldrich, 1000 ug mL~!) were used as standards
for F1, while a mixture of 16 PAHs standards were used for F2
(Supelco, 2000 pgmL~") (Dorr de Quadros et al., 2016). The
aliphatic hydrocarbons and PAHs were analyzed by GC-FID on a
PerkinElmer Clarus 600 chromatograph equipped with a Built-in
Auto-Sampler injector. The samples were injected (1 pL) in split
mode (10:1) and nitrogen carrier gas at constant flow of
1.3 mL min~. The injector and detector temperatures were 280 and
310 °C, respectively. For the F1 fraction, the chromatographic sep-
aration was performed on a capillary column (5% phenyl, 95%
dimethylpolysiloxane, Petrocol® DH 50.2, 50 m, 0.20 mm id., x
0.50 um film thickness). The initial oven temperature was 70°C
during 3 min. The heating ramp was in the rate of 30°C min~! to
310°C, kept at this temperature for 34 min. For the analysis of
fraction F2, the capillary column was the same used for F1, but with
the initial oven temperature at 190 °C for 2 min. The heating rate of
the first ramp was 8°C min~! to 200°C for 2 min. The second
heating ramp was 10°C min~! to 260°C for 1 min. For the last
ramp, the rate was 15°C min~! to 310°C and remained for
19.42 min. The quantification of the biodegradation percentages of
the F1 and F2 fractions after the incubation period with the mi-
crobial consortia was performed using the external standardization
method (Aly Salem et al., 2014).

3. Results and discussion
3.1. The features of oil-drilling waste

ODW is generated in large quantities as a result of oil explora-
tion activities, and is one of the most complex types of residues
among those created by the petrochemical industry. The chemical
and physical properties of petrochemical waste can vary signifi-
cantly according to the location of the well, the regional archae-
ology, the drilling techniques, and the method of disposal (Al-
Ansary and Al-Tabbaa, 2007; Hu et al., 2013; Jafarinejad, 2017).
The physical, chemical, and organic characteristics of the ODW
samples are shown in Table 1.

The ODW used in the experiment is slightly alkaline with a pH of
7.5. The most prevalent metals, arranged in descending order, are
Ca (23.83 gdm3), Na (3090 mg dm3), K (793 mg dm3), and Mn
(12.01 mgdm3). The sample of ODW collected is classified as
“sandy loam”, exhibiting low contents of moisture (1.49%) and clay
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Table 1
Organic and physical—chemical characteristics of oil-drilling waste (ODW) sample.
Parameters Granulometry (gkeg™)
pH in water 7.53 (1:25) Sand 690
Moisture 1.49 (%) Clay 20
Silt 290
Organic matter 120.25 (gdm3)
Ca 23.83 Texture classification
Mg 0.43 Sandy loam
Al nd
H + Al nd TPH (gkg™)
108.9
P 1 (mg dm3)
K 793
Na 3090
Fe 6.48
Zn 1.33
Cu 1.55
Mn 12.01
Ni 0.80
Pb 1.55
cd 0.17
Cr 0.20
B 8.83

TPH: Total Petroleum Hydrocarbons.
Nd: not detected.

(20 g kg™ 1), with a relatively larger proportion of sand (690 g kg™ 1).

The collected sample contained a high quantity of organic
matter (120 gdm™3), most likely due to residue hydrocarbons
(108.9 gkg™1), shown in Table 1. The detailed composition of the
aliphatic and PAHs fractions is available in Table S1. A chemical
analysis of the sample revealed that the length of the petroleum
hydrocarbons ranged from C8 to C35, with concentrations ranging
between 350.7 and 7637.6 mg kg~ !; this characterizes the residue
as having a high oil content (Al-Ansary and Al-Tabbaa, 2007). Ar-
omatic compounds represented only 6.24% of sample hydrocarbons
(6.8gkg™1).

Several reports describe microorganisms capable of developing
in a multitude of environments, including environments with res-
idues of petrochemical waste, depending on their biotic and abiotic
characteristics (Mirete et al.,, 2016). Properties such as texture,
moisture, pH, and nutrient availability, can determine the taxo-
nomic and functional composition of the microorganisms present
in this waste (Dorr de Quadros et al., 2016; Sierra-Garcia et al.,
2014).

3.2. General characteristics of the metagenomes

LBE and PDE metagenomes were generated from ODW. These
were analyzed using the MG-RAST server. The whole DNA genome
sequencing resulted in 1,007,566 and 1,553,843 reads from LBE and
PDE, with a total of 249,315,001 bp and 204,050,838 bp, and an
average length of 247 and 131 bp, respectively (Table 2). The reads

-éaei:::razl characteristics of metagenomes generated by whole genome sequencing.
Metagenome
LBE PDE
Base pairs (bp) 249,315,001 204,050,838
Number of reads 1,007,566 1,553,843

Length average of reads (bp) 247 131

Ribosomal RNA genes 63,946 115,069
Annotated Proteins 623,193 855,273
Unknown Proteins 130,689 225,972

were deposited in the MG-RAST server with accession numbers
4643476.3 (LBE) and 4643480.3 (PDE). Rarefaction curves were
asymptotic for two metagenomes, indicating that the sampling was
sufficient to cover the overall richness of sequences. Reads identi-
fied as artificial duplicates were automatically removed. After this,
753,882 proteins were predicted for the LBE sample, with
approximately 17% of total reads annotated with unknown func-
tions; while 83% were predicted as functionally assigned proteins.
For the PDE metagenome, 1,081,245 proteins were predicted, where
21% of sequences corresponded to unknown proteins and 79% of
total reads showed functionally (Table 2).

3.3. Taxonomic profiles annotation of metagenomes

Microorganisms grow and survive in the natural environment,
and the use of an enriched environment can stimulate the popu-
lation growth of any desired organism (Palkova, 2004). For micro-
bial propagation, certain biochemical and biophysical conditions
must be provided. An important distinction between the growth
media (LB and PD) used in this study is the nutrient composition,
which they make available to the microbes. Even though the same
samples of ODW were used, the different growth media gave rise to
completely different structures.

Table 2 shows a total of 6.35% and 7.41% of the sequences
associated with rRNA genes for the LBE and PDE samples, respec-
tively. The species richness estimated through the a-diversity index
showed that the LBE metagenome possessed a diversity of 160,
whereas the PDE metagenome possessed a diversity of 49. This
much higher diversity in the LBE sample strongly indicates that
different environmental enrichments have a significant influence
on the microbial composition grown in them.

At the domain level, the majority of reads were assigned to
Bacteria for both metagenomes, and no statistical difference was
found between them. LBE had a total abundance of 99.8%, while
PDE that of 98.7% (Table 3). Concerning the Eukaryota domain, the
number of reads was statistically different between each sample,
with the PDE sample showing an abundance of 1.18% when
compared to LBE, which had one of 0.8%. The Archaeal community
was the less abundant fraction within the microbial consortia, with
a representation of 0.03% (LBE) and 0.003% (PDE) reads. Previous
studies corroborate the results obtained at the domain level. LB
broth is the most widely used medium for bacterial growth
(Sezonov et al., 2007). In contrast, PD broth is widely recommended
for the isolation and enumeration of yeasts and molds (Atlas, 2010).
Therefore, it is not surprising that PDE medium showed a higher
number of Eukaryota reads (1.18%).

Sequencing data revealed that microbial communities were
predominantly composed by the Phylum Proteobacteria (79.6% for
LBE and 92.6% for PDE). In the LBE metagenome, Firmicutes rep-
resented the second most abundant Phylum (12.1%), followed by
Actinobacteria (0.35%); while in the PDE metagenome, the second

Table 3
Comparative taxonomic profile of LBE and PDE metagenomes.

Domain abundance (%)

LBE PDE
Archaea® 0.03 0.003
Bacteria 99.8 98.7
Eukaryota® 0.08 1.18
Other sequences® 0.001 0.005
Unclassified sequences® 0.022 0.001
Viruses® 0.012 0.094

2 Differences statistically significant between LBE and PDE samples (p > 0.05) by
STAMP.
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most abundant Phylum was Actinobacteria (2.7%), followed by
Ascomycota (1.0%). Forty-two additional Phyla representing less
that 1% of the relative abundance of the microbial communities
were also present in both metagenomes. Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria and Actinobacteria
(class) were predominant in the PD enrichments.

The results obtained were similar to those in existing reports,
where Proteobacteria are the dominant Phylum found in petro-
chemical waste samples (Dorr de Quadros et al., 2016; Joshi et al.,
2014; Yadav et al., 2015). Members of this phylum have an impor-
tant role in hydrocarbon degradation processes with diverse
metabolic functions (Joshi et al., 2014).

Table 4 shows the 10 most abundant bacterial genera identified
in the metagenomics analyzes. This taxonomic distribution was
distinct for LBE and PDE metagenomes and statistically significant
differences were observed for all genera. In the LB-enriched sample,
the main genera found belonged to the prokaryotic group, with
abundances of Pseudomonas (10.5%), Bacillus (6.82%), Bordetella
(2.51%), Achromobacter (1.55%), Paenibacillus (0.84%), Burkholderia
(0.81%), Xanthomonas (0.77%), Pseudoxanthomonas (0.5%), Steno-
trophomonas (0.35%), and Lysinibacillus (0.34%), which represented
approximately 25% of the total abundance of the reads. In the PD-
enriched sample, the most frequent genera were Steno-
trophomonas (26.9%), Pantoea (6.3%), Brevundimonas (3.65%), Xan-
thomonas (1.47%), Roseomonas (0.95%), Erwinia (0.63%),
Pseudomonas (0.42%), Escherichia (0.28%), Clavibacter (0.18%), and
Enterobacter (0.16%), these represented around 41% of the total
abundance of the reads.

The most commonly found bacteria in ODW enrichments have
been previously described as inhabitants of petroleum-associated
environments (Chaudhary et al., 2015; Das and Chandran, 2011;
Obi et al., 2016). The majority of these genera have common char-
acteristics that can explain their predominance in ODW enrich-
ments, such as the ability to grow in aerobic conditions and to
degrade aliphatic and aromatic compounds (Bezza and Chirwa,
2017; Cerqueira et al., 2012; Chaudhary et al., 2015; Choi et al,,
2013; Das and Chandran, 2011; Das and Kazy, 2014; Deng et al.,
2014; Emtiazi et al., 2005; Mansur et al., 2014; Vinas et al., 2005;
Yousaf et al., 2011). Among the assessed organisms, bacteria of the
most abundant genera such as Pseudomonas, Bacillus, Steno-
trophomonas and Pantoea are widely reported as an alternative for
sustainable treatment of environmental passives (Arslan et al.,
2014; Cerqueira et al., 2012; Das and Chandran, 2011; Das et al,,
2008; Das and Kazy, 2014; Obi et al., 2016; Vasileva-Tonkova and
Gesheva, 2007). Furthermore, some reports have classified these
genera as bio-emulsifiers with the potential to increase the
bioavailability of hydrocarbons for improved biodegradation.

Concerning the Eukaryota domain, a higher number of reads

Table 4
Evaluation of the10 most abundant genera of LBE and PDE metagenomes.

abundance (%)

LBE? PDE?
Pseudomonas 10.5 Stenotrophomonas 26.9
Bacillus 6.82 Pantoea 6.63
Bordetella 2.51 Brevundimonas 3.65
Achromobacter 1.55 Xanthomonas 147
Paenibacillus 0.84 Roseomonas 0.95
Burkholderia 0.81 Erwinia 0.63
Xanthomonas 0.77 Pseudomonas 0.42
Pseudoxanthomonas 0.50 Escherichia 0.28
Stenotrophomonas 0.35 Clavibacter 0.18
Lysinibacillus 0.34 Enterobacter 0.16

2 Differences statistically significant between LBE and PDE samples (p > 0.05) by
STAMP.

was identified in the PDE metagenome (Table S2), with the number
of assigned sequences around 15 times higher than that in the LBE
sample. The most abundant eukaryotic genera in PDE were Asper-
gillus, Pyrenophora, Phaeosphaeria, Aureobasidium, Leptosphaeria
and Penicillium, while for LBE, all genera represented less than
0.002% of abundance. The biodegradation of hydrocarbons in the
environment has been reported by several species of fungi, with an
efficiency of up to 90% (Cerniglia and Sutherland, 2010). It has been
reported by Singh (2006), that fungi such as Aspergillus, Penicillium,
and Aureobasidium can be potential degraders of crude oil.

The heterogeneous microbial diversity reported in the samples
show strong potential with regards to the remediation of envi-
ronments contaminated by petroleum hydrocarbons. Different
microorganisms provide distinct levels of hydrocarbon degrada-
tion. Associations of microorganisms increase their ability to utilize
a large number of hydrocarbons as a sole carbon source for survival.
These microorganisms can completely mineralize petroleum
compounds through the metabolic actions of one or more strains
(Jacques et al., 2005; Kadali et al., 2012; Oliveira et al., 2017).
Furthermore, even if many microorganisms do not solely survive on
oil/petroleum hydrocarbons, they still contribute to the overall
microorganism community with their unique metabolic pathways.
Literature has extensively described that hydrocarbonoclastic bac-
teria are not the only ones capable of degrading hydrocarbons and/
or producing biosurfactants (Chronopoulou et al., 2015; Schneiker
et al., 2006).

In this way, the application of mixed cultures in the ODW-
contaminated environments has shown to be more advantageous
than pure cultures, due to the effect of synergistic interactions
between members of association. Complete degradation of hydro-
carbons involves the use of microbial consortia including pro-
karyotic and eukaryotic forms (Head et al., 2006; Guerra et al,,
2018; Kostka et al., 2011; Owsianiak et al., 2009; Rizzo et al.,
2006; Tremblay et al., 2017).

3.4. Comparative functional profiles

To reveal the microbial functional profile of the enriched sam-
ples, the reads were annotated according to the SEED subsystems
database. The major metabolic and functional protein profiles were
similar for the two metagenomic samples, in terms of the per-
centages of genes identified (Fig. 1).

At level 1, the clustering-based subsystem was the most pre-
dominant subsystem found in both metagenomes, which corre-
sponds to groups of hypothetical protein families (Fig. 1). In total,
4371 ORFs were identified for the LBE metagenome; 13.8% of these
ORFs corresponded to hypothetical proteins with unknown func-
tions, and 86.2% were assigned to specific proteins. Concerning the
PDE metagenome, 4163 ORFs were identified; 13.7% of these ORFs
were hypothetical, and 86.3% were allocated to specific proteins
(Fig. 1). These wide percentages of proteins with unknown func-
tions indicate the enormous biotechnological potential of these
ODW enrichments, which could lead to the elucidation and un-
derstanding of additional hydrocarbon-degradation pathways, as
well as new enzymes.

The distribution pattern of the assigned proteins highlights the
significant dominance of carbohydrates and amino acid sub-
systems, along with 24.3% and 23.8% of the total abundance for LBE
and PDE metagenomes, respectively (Fig. 1).

The predominance of proteins belonging to these subsystems
may indicate the ability of the PDE and LBE metagenomes to obtain
energy from different conditions and substrates. These features are
crucial for microbial survival and adaptation in polluted
environments.

The functional analysis also allows for the classification of
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Fig. 1. Functional assignment of the metagenomes using the SEED subsystem database.
STAMP.

subsystems into differing subsystems related to the essential
metabolic processes in both metagenomes. Thus, more than 25% of
the total metagenomic genes were assigned to the metabolism of
proteins, cofactors, RNA, fatty acids, DNA, aromatic compounds, and
iron. In contrast, some subsystems were underrepresented in the
metagenomics data, including sequences involved in photosyn-
thesis, secondary metabolism, dormancy, and potassium meta-
bolism (Fig. 1).

Biodegradation of petroleum hydrocarbons occurs gradually
through the sequential metabolism of its compounds. The func-
tional diversity found in ODW samples contributes towards the
enzymatic flexibility of microorganisms in the transformation of
contaminants into non-harmful final products, which can then be
incorporated into natural biogeochemical cycles (Cerniglia and
Sutherland, 2010; Fuchs et al., 2011; Peixoto et al., 2011; Rojo,
2009). To summarize, our results indicate a versatile potential for
metagenomes in aiding the process of hydrocarbon degradation.

3.5. Hydrocarbon degradation functions

The BioSurfDB database was also used to evaluate the specific
functional composition of the ODW metagenomes. The metabolic
and biosynthesis pathways identified were similar to those found
using the SEED database (Fig. 2). Several metabolic pathways are
related to the aerobic degradation of both aliphatic and aromatic
hydrocarbons compounds by microorganisms. Aerobic catabolism
is generally faster because of the metabolic advantage of the
availability of O, as the main electron acceptor.

An in-depth examination of the xenobiotic metabolic pathways
revealed the predominance of subgroups as benzoate, fatty acid,
xylene, aromatic compounds, chloroalkane, and chloroalkene
degradation pathways and methane metabolism with a significant
number of putative genes potentially involved in the metabolism of
hydrocarbons (Fig. 2A). In total, more than 54% of the sequences
annotated belonged to these main categories. Besides that,
approximately 15% of the identified genes were related to naph-
thalene, aminobenzoate, chlorocyclohexane, chlorobenzene, sty-
rene and toluene degradation pathways. Additional pathways, such
as fluorobenzoate, nitrotoluene and propanoate, representing less
than 1% of the total abundance were also present in both meta-
genomes. The majority of sequences found in our metagenomes for
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*Differences statistically significant between LBE and PDE samples (p > 0.05), as obtained by

linear and aromatic hydrocarbons mineralization related to O;-
dependent degradation are shown in Table 5.

Aromatic compounds represent the second most abundant
organic compounds in nature, following carbohydrates, and com-
promises one-quarter of the earth's biomass. Consequently, ben-
zoate is recognized as a model compound for the catabolism of
aromatic rings (Fuchs et al., 2011). The classical aerobic degradation
of aromatic hydrocarbons usually generates intermediate com-
pounds by hydroxylation, such as catechol (1,2-dihydroxybenzene)
or protocatechuate (3,4-dihydroxybenzoate) (Fuchs et al., 2011).
The intermediates may then be dearomatized by the action of en-
zymes known as oxygenases. Monooxygenases and dioxygenases
enzymes perform the addition of molecular oxygen atoms to the
aromatic ring with subsequent cleavage of these compounds. The
cleavage of ring intermediates is performed in two forms by ortho-
or meta-cleavage dioxygenases. After cleavage of the aromatic
compounds, they are transformed into metabolic pathway in-
termediates of the tricarboxylic acid (Krebs Cycle) cycle, such as
succinate, pyruvate and acetyl-CoA, which can be completely
degraded into CO, (Fuchs et al., 2011; Peixoto et al., 2011).

We identified a high number of oxygenases enzymes (190 and
135, for LBE and PDE, respectively), as catechol 1,2-dioxygenase,
catechol 2,3-dioxygenase, protocatechuate 3,4-dioxygenases and
protocatechuate 4,5-dioxygenase genes in both metagenomic
samples (Table 5). Catechol intermediates are produced during
bacterial degradation, whereas protocatechuate is generated in
most fungi and some bacterial peripheral pathways (Fuchs et al.,
2011). Our results corroborate these findings, as a superior read
abundance was found for catechol enzymes in the LBE meta-
genome, whereas protocatechuate enzymes were more prevalent
in the PDE metagenome.

Moreover, Fig. ST shows the distinct abundance for each meta-
genome of specific genes of the benzoate degradation pathway. By
analyzing this specific pathway, we can also observe that some
enzymes were predicted specifically for either the LBE or the PDE
metagenome.

We observed a broad potential for the degradation of aliphatic
compounds, most likely due to the predominant composition of
linear hydrocarbons in ODW, and the addition of crude oil in the
initial enrichment (Fig. 2A). The main constituents of crude oil are
alkanes, which are extremely reduced molecules with a high
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Table 5
Enzymes discovered in microbial enrichemnts related to different hydrocarbon
degradative pathways.

Enzymes LBE (reads) PDE (reads)
Aldehyde dehydrogenase 1273 373
Alcohol dehydrogenase 1088 315
Alkane monooxygenase 207 36
Benzene 1,2-dioxygenase 44 28
Benzoate 1,2-dioxygenase 114 22
Biphenyl 2,3-diol-1,2-dioxygenase 114 44
Carbon-monoxide dehydrogenase 331 116
Catalase 411 82
Catechol 1,2-dioxygenase 45 4
Catechol 2,3-dioxygenase 33 10
Ferredoxin 290 88
Methanol dehydrogenase 199 58
Naphthalene dioxygenase 98 21
Nitrilase 167 182
P450 monooxygenase 57 3
Peroxiredoxin 141 59
Phenol hydroxylase 353 121
Phenylacetaldehyde dehydrogenase 409 101
Pentachlorophenol 4-monooxygenase 81 9
Protocatechuate 2,3-dioxygenase 4 0
Protocatechuate 3,4-dioxygenase 37 66
Protocatechuate 4,5-dioxygenase 6 6
Salicyladehyde dehydrogenase 153 62
Xylene monooxygenase 15 4
Hypothetical protein 2684 156
Unknown protein 459 224
Total 8813 2190

energy and carbon content; they act as good carbon and energy
sources for microorganisms (Wang and Shao, 2013). Catabolism of
saturated aliphatic hydrocarbons is generally described by the

oxidation of a terminal methyl group to produce an alcohol, which
is then further oxidized to the equivalent aldehyde, and finally
converted into a fatty acid. Fatty acids are further processed to
acetyl-CoA, which is metabolized in the citric acid cycle and finally
oxidized to CO; and water (Fuchs et al., 2011; Peixoto et al., 2011).

Several enzymes related to the degradation of alkanes like
aldehyde dehydrogenase, alcohol dehydrogenase, alkane hydrox-
ylase, methane monooxygenase, and enzymes that belong to a
family of soluble cytochrome P-450 were present in the meta-
genomes (Table 5). In addition, we identified a significant number
of proteins involved with synthesis of biosurfactants (18.14 and
17.92% for LBE and PDE, respectively). The predominant pathways
of biosurfactants biosynthesis (approximately 63%) belonged to
putisolvins, streptomycin, polyketide sugar unit, iturin A, and
alnumycin for both metagenomes (Fig. 2B).

Several bacteria that able to degrade hydrocarbons also produce
biosurfactants of diverse chemical structure that allow for the
emulsification of low solubility compounds (Banat et al., 2010;
Franzetti et al,, 2010; Oliveira et al., 2017). Biosurfactants are re-
ported to act in several ways to provide bacteria with an advantage,
for instance by having antibiotic properties, providing motility,
promoting biofilm development, or acting as adjuvants in the
degradation of heavy oils (Belgacem et al., 2015; Chrzanowski et al.,
2012; Franzetti et al., 2010; Lawniczak et al., 2013; Moro et al.,
2018). Although the precise mechanism of degradation enhance-
ment by surfactants is still unclear, and recent articles state oppo-
site ideas, it is also accepted that production of biosurfactants and
biodegradation of hydrocarbons are correlated events as we are
showing (Chrzanowski et al., 2012; Dell’Anno et al., 2018; Kumari
et al,, 2018; Owsianiak et al., 2009; Oliveira et al., 2015; Roy et al,,
2018; Souza et al., 2014; Suganthi et al., 2018; Tremblay et al., 2017).

As seen in Fig. 2B, both media allowed production of



14 A.P. Napp et al. / Chemosphere 209 (2018) 7—16

biosurfactants, only with slight differences in the gene diversity.
The efficiency of biosurfactant production is dependent on the
carbon source, nitrogen, and trace elements (Banat et al., 2010;
Janek et al., 2013; Moro et al., 2018), and so it is possible that the
medium composition has favored the increased production of some
biosurfactants.

The pathway for putisolvin was significantly more abundant in
our metagenomes and this biosurfactant have often been reported
to be produced by Pseudomonas spp. (Janek et al., 2013), the first
most abundant genus found in the LBE (see Table 4). Moreover,
amongst the most efficient biosurfactant-producing microorgan-
isms are those from the genus Bacillus, the second most abundant
in the LBE consortia. This genus are frequently reported as being the
largest producers of lipopeptide biosurfactants, mainly due to its
ability to produce cyclic lipopeptides bearing a long acyclic side
chain (Chakraborty and Das, 2014.). The three main families of
lipopeptides produced by Bacillus spp. are surfactins, iturins, and
fengycins (Geissler et al., 2017).

3.6. Hydrocarbon assimilation by metagenomics samples

In order to assess the hydrocarbon assimilation potential, the
microbial growth behaviors of LBE and PDE in cultures containing
1% crude oil were evaluated (Fig. S2). The assay was monitored for
12 days and both metagenomic consortia demonstrated the ability
to grow in the conditions used. A period of 7 days for pre-
cultivation was chosen for the subsequent experiments, as this is
the time during which the cells are experiencing exponential
growth. Interestingly, PDE demonstrated a cellular growth 4 times
higher than that of LBE after 7 days of culture (Fig. S2).

The ability of the two consortia to metabolize the hydrocarbons
was initially assessed using the TTC indicator redox method. Posi-
tive results are shown in Table S3. This methodology is based on the
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microorganism's expression of its own metabolic activity through
the use and degradation of the contaminant as a source of carbon,
and, hence, energy. This indicator then becomes an artificial
acceptor of electrons, replacing oxygen, necessary for aerobic
metabolism in the compounds (Braddock and Catterall, 1999;
Richard and Vogel, 1999). It is also an important indicator of
intracellular enzymes, such as dehydrogenases, which have the
ability to catalyze redox reactions of organic compounds (Olga
et al., 2008).

Several biosurfactants were identified in the samples, which
reflect the detection of potential biosurfactant producers (Table S4).
Both enrichments showed satisfactory results for the emulsification
rate (>60%) and oil spreading. However, only the LBE consortia
were positive for the other tests: drop collapse and hemolytic ac-
tivity. These results corroborate the functional data, where we
observed a high predominance of biosurfactant genes. We can
therefore suggest that there is a significant production of surfac-
tants by the metagenomes (Fig. 2B). The most abundant genes in
each metagenome for biosurfactant synthesis are described in
Table S5. In general, the LBE metagenome presented an increased
versatility for the production of biosurfactants.

According to the preliminary results suggesting the degradative
capacity of the microbial enrichments, we evaluated the effective-
ness of bioremediation concerning the enriched metagenomic
consortia after 15 days of bioaugmentation treatment in contami-
nated seawater with aliphatic and aromatic hydrocarbon solution
(1%) (Fig. 3). The microbial consortia from the two enrichments
were applied and evaluated as a decontamination strategy for the
hydrocarbon-polluted marine environment. Fig. 3A and B show the
percentage of biodegradation of a wide range of aliphatic hydro-
carbons (C8-C33), for LBE and PDE, respectively. The most efficient
n-alkane degradation occurred at the fraction between C8-C12
chains for both enrichments (above 95%).
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Fig. 3. Qualitative assessment of enriched oil-drilling samples for the removal of representative hydrocarbon compounds. Aliphatic hydrocarbon degradation by (A) LBE and (B) PDE
metagenomes. Polycyclic aromatic hydrocarbon degradation by (C) LBE and (D) PDE metagenomes.
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The PDE enrichment showed superior degradation for the C13,
C14, and C15 chains, as well as phytane (65—89%). Interestingly, the
compound with C33 also appeared with a high rate of degradation
in this consortium (53%), while the other hydrocarbon chains (C19-
C32) remained lower (Fig. 3B). On the other hand, the mineraliza-
tion of n-alkanes with C13-C19 reached the highest degradation
percentages (51—90%) by LBE enrichment (Fig. 3A). This sample also
demonstrated a greater metabolic capacity for the long hydrocar-
bon chains (C22-C29) when compared to the PDE inoculum.

In addition, due to the promising data found for aromatic
compound metabolism, three PAHs were selected to evaluate the
degradation rate (Fig. 3C and D). Our results showed degradation
efficiencies in total of about 46.4 and 37.9% after 15 days of treat-
ment, for LBE and PDE, respectively. The bioaugmentation with LBE
specifically demonstrated greater effectiveness for anthracene
(55.7%), phenanthrene (60.2%) and pyrene (23.3%) (Fig. 3C) when
compared with PDE (43.3%, 48.9% and 21.5%, respectively) (Fig. 3D).

According to Mohamed et al. (2006), the biodegradability of
petroleum components follows a preferred order of degradation: n-
alkanes > branched alkane chains > branched alkenes > mono-
aromatic > cycloalkanes > polyaromatic > asphaltene chains. In this
way, the degradation of long chains of carbon and aromatic rings is
difficult in the short-term. Our results for the bioremediation
treatments is in accordance with our functional data and are
considered satisfactory, especially when compared with the short
time used for the degradation of petroleum hydrocarbons
(Cerqueira et al., 2011; Dorr de Quadros et al., 2016).

4. Conclusion

This study presents a practical method for understanding mi-
crobial communities in ODW. The comparative metagenomics
approach used in this study demonstrates the effect of different
enrichment conditions on the composition of microbial commu-
nities and enzymatic apparatus. The LBE enrichment exhibited a
superior degradation capacity, most likely due to a higher abun-
dance related to degradation genes of xenobiotics. The microbial
community structure and degradative pathways generated in this
study could be used to further enhance existing bioremediation
strategies.
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Supplementary Table 1

Table S1. Composition of aliphatic and polycyclic aromatic hydrocarbons in sample of oil-
drilling waste (ODW).

Mean Mean
Aromatic mg kg

Aliphatics Cnumber mgkg'! PAHs rings !
Octane C8 388.1 Naphthalene 2 nd
Nonane C9 385.7 Acenaphthene 3 4399
Decane C10 350.7 Acenaphthylene 3 109.2
Undecane Cll1 470.3 Fluorene 3 204.9
Dodecane Cl12 471.8 Phenathrene 3 152.5
Tridecane C13 1364.6  Anthracene 3 1493.6
Tetradecane Cl4 4917.8  Fluoranthene 4 899.3
Pentadecane CI15 4840.8  Pyrene 4 128.4
Hexadecane Cl6 4672.2  Benz[a]anthracene 4 864.1
Heptadecane C17 5328.7  Chrysene 4 81,5
Octadecane C18 6128.2  Benzo[b]fluoranthene 5 21379
Nonadecane C19 6096.3  Benzo[k]fluoranthene 5 237.2
Pristane C19 5421.6  Benzo[a]pyrene 5 nd
Eicosane C20 7637.6  Dibenzo[a,h]anthracene 5 83.0
Phytane C20 6607.7  Benzo|[g,h,ilperylene 6 nd
Heneicosane C21 6676.7  Indeno[1,2,3-cd]pyrene 6 nd
Docosane C22 5965.6
Tricosane C23 5775.3
Tetracosane C24 5300.6
Pentacosane C25 6407.0
Hexacosane C26 3690.6
Heptacosane C27 3225.6
Octacosane C28 2627.6
Nonacosane C29 1995.7
Hentriacontane C30 1544.7
Dotriacontane C31 985.2
Tritriacontane C32 1042.9
Tetratriacontane C33 584.6
Triacontane C34 726.5
Pentatriacontane ~ C35 4331

nd: not detected.
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Supplementary Table 2

Table S2. Evaluation of the 10 most abundant Eukayota of LBE and PDE
metagenomes.

abundance (%)

LBE PDE’
Sordaria 0.0020 Aspergillus 0.0199
Penicillium 0.0012 Pyrenophora 0.0197
Aspergillus 0.0002 Phaeosphaeria 0.0157
Ajellomyces 0.0002 Aureobasidium 0.0149
Filobasidiella 0.0002 Leptosphaeria 0.0111
Metarhizium 0.0002 Penicillium 0.0109
Magnaporthe 0.0002 Botryotinia 0.0096
Podospora 0.0002 Sordaria 0.0091
Blastocystis 0.0002 Nectria 0.0074
- Glomerella 0.0062

"Differences statistically significant between LBE and PDE samples (p>0,05) by STAMP.



Supplementary Table 3

Table S3. Evaluation of petroleum hydrocarbons degradation potential by microbial

consortia using Triphenyl Tetrazolium Chloride redox indicator.

Microbial Consortia Time

48h 96h 120h  144h 168h
CN - - - - -
LBE + -+ - A
PDE + +++ +++ +++ ++

CN: negative control.

(+) Indicates the start of reduction of the redox indicator in MM1.
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Supplementary Table 4

Table S4. Evaluation of biosurfactants production by microbial metagenomes.

Metagenomic Consortia

LBE PDE
Hemolytic activity + -
Drop collapse + -
Oil spreading (mm) 25.6+3.0 7.0£3.6
Emulsification index (%) 68 £ 1.5 72+£2.0

(+) Indicates postive reaction.
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Supplementary Table 5

Table S5. Enzymes discovered in microbial enrichemnts related to biosurfactants

production.

Enzymes LBE (reads) PDE (reads)
Alnumycin 1632 947
Amphisin synthetase 9 12
Arthrofactin synthetase 317 131
Bacillomycin synthetase 509 117
Iturin synthetase 1320 286
Lichenysin synthetase 696 205
Malto-oligosyltrehalose synthase 331 669
Phosphatidylethanolamine methyltransferase 156 50
Plipastatin synthetase 530 174
Polyketide synthase 6 3
Putisolvin synthetase 3803 1142
Rhamnosyltransferase 42 30
Serrawettin synthetase 40 22
Surfactin synthetase 587 187
Trehalose-6-phosphate synthase 174 142
Total 10152 4117
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Supplementary Figure 1
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Fig. S1. Partial KEEG pathway identified for benzoate metabolism from the LBE and PDE

metagenomes. The red boxes indicate the enzymes identified in the sequence data of the

LBE metagenome, while the blue boxes indicate the enzymes identified in the sequence

data of the PDE metagenomes. The empty boxes indicate undetected enzymes.
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Supplementary Figure 2
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Fig. S2. Cell growth of the enriched oil-drilling samples during 12 days of incubation at 30
°C with crude oil 1% (m/v) in LB and PD medium for LBE (filled circles) and PDE (filled

squares), respectively. Error bars represent standard deviation (n = 3).
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3.2 Capitulo II: Seleciao e caracterizacio de microrganismos capazes de degradar

hidrocarbonetos de petroleo

Este capitulo apresenta os resultados obtidos durante o periodo de estagio de
Doutorado Sanduiche no Exterior, na Universidade de Barcelona (UB), sob a supervisdo da
Professora Magdalena Ruiz Grifoll.

No Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, foram
realizados os cultivos microbianos para o isolamento de microrganismos com capacidades
degradativas de hidrocarbonetos, com o auxilio do aluno de iniciagdo cientifica René
Gabriel, sob a supervisdo da Professora Marilene Henning Vainstein.

No Departamento de Microbiologia da Universidade de Barcelona, foi realizada a
selecdo dos microrganismos e as andlises de degrada¢@o de hidrocarbonetos, com o auxilio
da aluna de doutorado Sara N. Jiménez-Volkerink, sob a supervisdo da Professora

Magdalena Ruiz Grifoll.
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3.2.1 INTRODUCAO

Diversos compostos presentes no petréleo podem servir como substrato para o
desenvolvimento de microrganismos. Alguns microrganismos com capacidade de degradar
hidrocarbonetos sdo altamente especializados, enquanto outros exibem um metabolismo
mais versatil, no qual apresentam plasticidade bioquimica para utilizar tanto
hidrocarbonetos saturados como aromaticos fundidos, como os PAHs (BRZESZCZ;
KASZYCKI, 2018; S. OLIVEIRA et al., 2017; WU et al., 2013).

Desta forma, microrganismos capazes de transformar mais de uma classe de
hidrocarbonetos estdo amplamente distribuidos no ambiente e a sua presenca depende de
alguns fatores como: a heterogeneidade da contaminagdo do petrdleo, a qual é diretamente
relacionada a presenca de m-alcanos e PAHs em muitos tipos de petroleo; a maior
concentragdo de n-alcanos comparada a outros constituintes da maioria dos contaminantes
de petrdleo; a maior biodisponibilidade de PAHs dentro do ambiente contaminado, a
medida que esses compostos sdo disponibilizados em outros componentes do petrdleo e
finalmente, a ocorréncia natural de varios compostos apolares em ambientes ndo poluidos
(BALACHANDRAN et al., 2012; BRZESZCZ; KASZYCKI, 2018; FATHEPURE, 2014;
GHOSAL et al., 2016). Portanto, as propriedades multi-degradativas podem facilitar a
colonizagdo microbiana de ambientes contaminados, bem como de ambientes intactos,
tendo um efeito benéfico na adaptagdo microbiana.

As bactérias sdo consideradas os agentes predominantemente encontrados na
degradacdo de hidrocarbonetos do petroleo (DAS; CHANDRAN, 2011a; KOSTKA et al.,
2011; LEAHY; COLWELL, 1990; SANTISI et al., 2015). Desta forma, a bioaumentac¢ao

em ambientes contaminados com diversos compostos tem sido amplamente utilizada no
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tratamento de aguas e solos poluidos (CERQUEIRA et al., 2012; DAS; CHANDRAN,
2011a; DAS; KAZY, 2014; EL FANTROUSSI; AGATHOS, 2005; TYAGI;, DA
FONSECA; DE CARVALHO, 2011).

Essa estratégia tem como objetivo auxiliar na capacidade degradativa de uma
matriz contaminada, através da introdugdo de microrganismos especificos com capacidade
de degradar o contaminante alvo, resultando em um aumento da taxa de biodegradacéo. E,
pode ser utilizada de diferentes formas: (i) através do indculo de uma cultura microbiana
pura, (ii) adi¢do de um consércio microbiano pré-adaptado, (iii) introducdo de
microrganismos geneticamente modificados, e (iv) por adicdo de genes relacionados a
biodegradagdo em um plasmideo transferido para os microrganismos endogenos. A seleg¢do
dos microrganismos deve ser baseada no seu potencial metabolico e na capacidade das
células microbianas de resistirem a ambientes de estresse elevado. Esta estratégia de
remediacdo tem estimulado as pesquisas em busca de microrganismos capazes de degradar
poluentes (BRZESZCZ; KASZYCKI, 2018).

Uma ampla variedade de microrganismos foi identificada com a capacidade de
metabolizar o carbono contido nos produtos e residuos petroquimicos como sua Unica fonte
de energia (CERQUEIRA et al., 2012; DAS; CHANDRAN, 2011a; DAS; KAZY, 2014).
Guerra e colaboradores (2018) descreveram o isolamento de diferentes microrganismos,
como espécies de Brevibacillus, Micrococcus e Bacillus a partir de enriquecimentos em
diferentes meios de cultivo (LB e YPD) a partir de um residuo de perfuragdo de poco de
petroleo proveniente da mesma regido do residuo utilizado neste trabalho (Rio Grande do
Norte, Brasil).

Muitos estudos envolvem Archaeas (Archaeoglobus) e bactérias redutoras de

sulfato  (Deltaproteobacteria, Firmicutes e Thermodesulfobacterium), Archaeas
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(Thermococcus, Pyrococcus) e bactérias fermentativas (Firmicutes, Thermotogae,
Synergistetes, Spirochaetes), microrganismos redutores de ferro (Gamaproteobactérias,
Bacteroidetes, Deferribacteres, Firmicutes, Thermotogae, Thermococcus), microrganismos
redutores de nitrato (Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Epsilonproteobacteria,
Deferribacteres, Firmicutes), homoacetogénicos (Firmicutes) e Archaeas metanogénicas
(Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanobacteriales, Methanosarcinales) (VAN
HAMME; SINGH; WARD, 2003). Além disso, o nimero de microrganismos isolados a
partir do campo petrolifero estd crescendo continuamente.

Esses microrganismos podem desempenhar um papel importante na remogéo de
contaminagdes heterogéneas, e sio assim considerados uma solugdo promissora na
aplicagdo da biorremediacdo. Desta forma, o objetivo deste capitulo foi isolar e caracterizar
microrganismos que apresentessem capacidade de degradar hidrocarbonetos alifaticos e

aromaticos.
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3.2.2 METODOLOGIA

3.2.2.1 Obtencido das Amostras

Para a realizacdo dos ensaios de bioprospec¢do microbiana, amostras de um residuo
de perfura¢do de pocos de petrdleo da Bacia Potiguar foram obtidas do municipio de
Mossord, Rio Grande do Norte, Brasil. As amostras foram coletadas pela empresa Brasi/
Quimica e Minera¢do Industrial Ltda., durante as fases de perfuracdo dos pogos,
armazenadas em embalagens plésticas e transportadas para o laboratdrio.

A 4gua marinha utilizada no estudo foi coletada na plataforma da Praia de Salinas
no municipio de Cidreira, Rio Grande do Sul, Brasil (30°08'59.4"S 50°11'15.4"W). Estas
foram armazenadas em embalagens plasticas e transportadas para o laboratério.

A amostra de petrdleo Casa Blanca é proveniente da Bacia de Tarragona, e foi
gentilmente fornecida pelo Professor Joan O. Grimalt do Conselho Superior de

Investigacdes Cientificas (CSIC), Barcelona, Espanha.

3.2.2.2 Isolamento de microrganismos

Para obter microrganismos com capacidade de degradar hidrocarbonetos, foram
realizados ensaios de bioprospec¢do em diferentes meios de cultura e tempos de incubagao.
Para isto, o isolamento dos microrganismos foi realizado em trés etapas. Na primeira, 8§ g
do residuo de perfuragdo de pogo de petrdleo foram utilizadas como indculo para as
culturas microbianas em 50 mL de (i) meio Luria-Bertani (LB), (ii) Potato Dextrose (PD)

(NAPP et al., 2018b) ou (iii) Yeast Peptone Dextrose (YPD) (10 g/L de extrato de
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levedura; 20 g/L de peptona; 20 g/L de glicose) suplementado com 1% de petroleo bruto
(sem nenhum processo de esterilizagdo) (m/v). Como uma estratégia para aumentar a
pressdo seletiva, a cada 7 dias, 10% do cultivo foram transferidos para meios frescos. Na
segunda etapa, aliquotas de 10% de cada um dos trés primeiros enriquecimentos (LB, PD e
YPD) foram transferidas para 50 mL de meio mineral Bushnell-Haas (BH) (0,2 g/L de
MgSO0ys; 0,02 g/L de CaCly;1,0 g/l de KH2POs; 1,0 g/ de KoHPO4; 1,0 g/Lde NH4NO3 e
0,05 g/ de FeCls), suplementado com 1% de petréleo bruto (m/v). Estes cultivos foram
mantidos sob agitagdo (200 rpm) por mais 21 dias a 30°C, e transferidos para meios frescos
a cada 7 dias. Na terceira etapa, 8§ g do residuo de perfuracdo de poco de petrdleo foi
utilizada como indculo para as culturas microbianas diretamente em 50 mL de meio BH ou
agua do mar, igualmente suplementado com 1% de petroleo bruto (m/v). Os cultivos foram
incubados sob agitacdo (200 rpm) por 90 dias a 30°C, e transferidos para novos meios a
cada 30 dias. Ao final do periodo de incubagéo de todos os cultivos microbianos, aliquotas
de 100 uL foram coletadas e submetidas a dilui¢des decimais sucessivas (10! a 107) em
solugdo de NaCl 0,85% estéril. Apds, 50 pL das diluicdes foram semeadas por
espalhamento nos meios de cultura LB, PD, YPD e/ou BH, adicionados de agar (2%) e
incubados em estufa a 30°C por 7 dias. Os morfotipos dos microrganismos que se
desenvolveram em tais condi¢des foram transferidos pela técnica de esgotamento para
novos meios solidos, a fim de obter colonias puras dos microrganismos. Os isolados foram
armazenados em glicerol (20%) a -80 °C.

Além disso, também foram utilizados microrganismos provenientes da Colegdo de
Biodegradagdo do Laboratério de Fungos de Importancia Médica e Biotecnoldgica

(LabFIMB), do Centro de Biotecnologia, UFRGS.

70



3.2.23 Selecio de microrganismos com capacidade de utilizacdo de

hidrocarbonetos de petroleo como fonte de carbono

Para selecionar os microrganismos com potencial de biodegradacdo de
hidrocarbonetos, apds o isolamento foi realizado um experimento em &gar BH
suplementado com concentragdes crescentes (0,03 g/L a 20 g/L) de uma mistura contendo
os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (PAHs): fenantreno p.a., antraceno p.a. € pireno
p.a. (Sigma-Aldrich) conforme descrito por KIYOHARA e colaboradores (1982). Os
meios foram incubados a 30°C. Este procedimento foi utilizado para avaliar o crescimento
microbiano durante a metabolizagdo de hidrocarboneto como tunica fonte de carbono
(KIYOHARA et al., 1982). Posteriormente, os microrganismos selecionados a partir deste
teste foram caracterizados morfologicamente por coloragdo de Gram (MCCLELLAND,

2001).

3.2.24 Avaliacio da biodegradacio de hidrocarbonetos alifaticos e

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs)

Para avaliar a capacidade de biodegradacdo de hidrocarbonetos, pelos

microrganismos, previamente selecionados, foram submetidos a ensaios de

biorremediagao.
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3.2.24.1 Biodegradacao de creosota e hexadecano

A creosota ¢ um composto viscoso liquido ou semissolido de consisténcia oleosa,
formada por uma complexa mistura de PAHs (85%), hetero-PAHs (N-. S- e O-) (5%) e
compostos fendlicos (10%) (MUELLER; CHAPMAN; PRITCHARD, 1989). Desta forma,
2,5 g de creosota comercial (West Chester, PA) foram purificadas por coluna
cromatografica conforme descrito por Grifoll e colaboradores (1995) e utilizadas para
obtencdo de uma solucdo de PAHs. Para analisar a biodegradacdo de hidrocarbonetos
alifaticos foi utilizado o composto hexadecano p.a. (Merck).

Inicialmente, todos os microrganismos selecionados foram previamente cultivados
em meio liquido (50 mL) rico em nutrientes, e incubados sob agitacdo (200 rpm) em
temperatura de 30 °C. As bactérias foram cultivadas em meio LB durante 24 h, as
leveduras foram cultivadas em meio YPD durante 48 h e os fungos filamentosos foram
cultivados em meio PD durante 5 dias. Apos o periodo de pré-inoculo, as células
microbianas foram centrifugadas por 10 min a 9000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
as células foram lavadas duas vezes com solug¢do de NaCl 0,85% estéril. Em seguida, foi
adicionado 1 mL de uma suspens@o de células (ODsoonm 0.7) como indculo para os
experimentos de degradacdo em meio liquido BH (20 mL), suplementado com a mistura de
PAHs (5 g/L) e hexadecano (5 g/L). Como controle negativo, foi utilizado o meio BH
suplementado com PAHs e hexadecano na auséncia de células microbianas. Os cultivos
foram realizados em triplicata. Andlises por cromatografia gasosa foram empregadas para
investigar a degradacdo de PAHs e hexadecano pelos microrganismos. Estas andlises
foram realizadas em um Cromatégrafo Gasoso com Detector por lonizagdo de Chamas

(GC-FID) TRACE GC2000 (Thermo Fisher Scientific) como descrito por Lopez e
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colaboradores (2008). Apds 21 dias de incubacdo a 30 °C, os microrganismos com maior

atividade de degradagdo dos hidrocarbonetos foram selecionados.

3.2.2.4.2 Biodegradacao de fenantreno e hexadecano

Para avaliar especificamente a biodegradagdo de fenantreno e hexadecano, os
microrganismos selecionados foram submetidos as mesmas condi¢des e andlises descritas
no item 3.2.2.4.1. Apds 21 dias de incubagdo a 30°C em meio liquido BH (20 mL)
suplementado com fenantreno (5 g/L) e hexadecano (5 g/L), os microrganismos com maior

atividade de degradacdo foram selecionados.

3.2.24.3 Biodegradacao de petréleo bruto

Para avaliar a biodegrada¢do de hidrocarbonetos presentes em petrdleo bruto, os
microrganismos selecionados foram submetidos as mesmas condigdes de cultivo
previamente descritas no item 3.2.2.4.1. Apos 45 dias de incubagdo a 30°C em meio
liquido BH (30 mL) suplementado com petroleo CasaBlanca (5 g/L), andlises de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) foram empregadas
para investigar a degradag@o dos hidrocarbonetos. Estas andlises foram realizadas em um
Cromatografo Gasoso Hewlett Packard HP5890 series II acoplado a um Espectrometro de

Massas HP5989 como descrito por Vila e Grifoll (2009).
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3.2.2.5 Producao de biossurfactantes

Para a avaliacdo da produ¢do de biossurfactantes pelo microrganismo selecionado
nos testes anteriores, foram realizadas quatro andlises: (i) indice de emulsificacdo, (ii)
colapso da gota, (iii) espalhamento do 6leo e (iv) medida de tensdo superficial. O isolado
foi previamente inoculado em meio LB liquido e incubado por 24 h sob agitag¢do (200 rpm)
a 30°C. Apds o periodo de pré-indculo, as células microbianas foram centrifugadas por 10
min a 9000 rpm. As células recuperadas foram lavadas duas vezes com solugdo de NaCl
0,85% estéril. Em seguida, foi adicionado 1 mL de uma suspensio de células (ODgoonm 0.7)
como inéculo para os experimentos de producdo de biossurfactantes em meio liquido BH
(20 mL), suplementado com petroleo bruto (5 g/L). Foram realizados testes nos tempos 0,

7 e 15 dias. Todos os experimentos foram realizados triplicatas.

3.2.2.51 indice de emulsificaciio

A medida do percentual do indice de emulsificacdo em 24 h (IE241%) foi realizada
de acordo com Cooper e Goldenberg (1987), para verificar a formagdo de emulsdes pelos
biossurfactantes de alto peso molecular produzidos pelo microrganismo selecionado. O
indice de emulsificagdo foi determinado através da adigdo de 2 mL do meio de cultura,
misturados a 2 mL de querosene em tubos de ensaio com fundo chato, com agitagdo por 2
min. Os tubos foram incubados de forma estatica por 24 h a temperatura ambiente. Apds
esse periodo, o IE»n% foi calculado através da Equacdo 01. Para este teste foram

realizadas triplicatas bioldgicas.
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[E241% = (altura da camada de emulsao/altura total) x 100. [01]

A verificagdo do indice de emulsificagdo foi realizada em amostras de sobrenadante
(células removidas por centrifugag¢do a 9000 rpm por 10 min) e em amostras com presenca

de células microbianas.

3.2.2.5.2 Colapso da Gota

O teste de colapso da gota foi realizado de acordo com o método descrito por Jain e
colaboradores (1991) e modificado por Bodour e Miller-Maier (1998). Os testes foram
realizados em uma superficie plana contendo 1,8 pL de dleo lubrificante (SINGER™), na
qual 20 pL. de sobrenadante microbiano foram adicionados. A forma da goticula foi
observada durante 1 min. O ensaio foi classificado como negativo se a gota permaneceu
frisada, e positivo se a gota colapsou. Como controle negativo foi utilizada dgua destilada

(20 uL) e como controle positivo foi utilizado SDS 10% (20 pL).

3.2.2.5.3 Espalhamento do 6leo

Este experimento foi realizado de acordo com Pornsunthorntawee e colaboradores
(2008). Primeiramente, 30 mL de 4dgua destilada foram adicionados em uma placa de Petri
(15 cm de didmetro), em seguida 200 puL. de petréleo foram dispensados a superficie da
dgua para formar uma fina camada de 6leo. Posteriormente, 20 pLL do sobrenadante obtido
do cultivo microbiano foram cuidadosamente adicionados ao centro da camada de 6leo, na

qual o didmetro da zona de limpeza do petrdleo foi medido. No caso da presenca de
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biossurfactantes, o 6leo ¢ deslocado, resultando em uma zona de limpeza livre de 6leo, tal
didmetro de limpeza € correlacionado com a atividade do surfactante. Como controle
negativo foi utilizada dgua destilada (20 pL) e como controle positivo foi utilizado SDS

10% (20 pL).

3.2.2.5.4 Tensao superficial

As andlises para determinar as medidas de tensdo superficial (TS) foram realizadas
em um medidor de TS digital (Gibertini, Italia) pelo método da placa de Wilhelmy. Para a
calibragdo do equipamento, foram utilizados 4dgua destilada (72 mN/m) e etanol 98 % (22,5
mN/m) como padrdes. As andlises de TS foram feitas com aproximadamente 10 mL de
sobrenadante (células removidas por centrifugagdo a 9000 rpm por 10 min). Como controle

negativo foi utilizado 10 mL de meio de cultura BH suplementado com petroleo (5 g/L).

3.2.2.6 Identificacio molecular

Para o procedimento de extragdo de DNA o microrganismo selecionado nos testes
anteriores foi cultivado em 50 mL de meio LB liquido, incubado overnight sob agitagéo
(200 rpm) a 30°C. O cultivo foi centrifugado por 10 min a 9000 rpm. O sobrenadante da
centrifugacdo foi descartado e as células ressuspendidas em 100 pL. de 4gua ultra-pura
livre de nucleases (Sigma-Aldrich) e 30 pL. de Chelex 20% em TE 1X (0,15 M de NacCl,
10mM EDTA pH 8, 50 mM Tris-HCI pH 8,2% de SDS) foram adicionados para a lise
enzimatica das células microbianas. Esta mistura foi agitada vigorosamente por 1 min e

incubada por 25 min a 95°C. As amostras foram centrifugadas a 9000 rpm por 5 min e o
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sobrenadante foi recuperado. A verificagdo da integridade do DNA foi realizada por
eletroforese em gel de agarose 0,8%, e as amostras foram armazenadas a -20°C.

O fragmento correspondente a regido 16S do DNA ribossomal foi amplificado por
PCR com os iniciadores F27 (5° AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e R1492(5°
TACGGCTACCTTGTTACGAC 3°). A reagdo de PCR foi realizada de acordo com o
protocolo PuReTaq™Ready-To-Go™ PCR Beads Kit® (GE Healthcare), 23,5 pL de agua
ultra-pura livre de nucleases (Sigma-Aldrich), 0,25uL de cada primer (F27 e R1492; 100
uM) e 1 pL (50 ng) de DNA gendmico. O volume final da reacdo foi de 25 plL. O
programa para amplificacdo utilizado possuiu as seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial
a 95°C por 10 min, seguido de 30 ciclos (95°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 2 min) e
72°C de extensdo final por 10 min.

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados utilizando o kit ExoSAP-
IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific), seguindo as
instrugdes do fabricante. Aproximadamente 100 ng de DNA gendmico foram utilizados
para a reacdo de sequenciamento na plataforma ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems)
com o Big Dye terminator cycle sequencing Kit V. 2.0 (Applied Biosystems). O
sequenciamento foi realizado no Centro Tecnologico e Cientifico da Universidade de
Barcelona (UB), Espanha. As sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas,
utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999) e comparadas com as sequéncias de
nucleotideos de espécies de referéncia obtidas EMBL/GenBank database, utilizando a

plataforma NCBI BLAST e Ribosomal Database Project Il (WANG et al., 2007).
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3.2.2.7 Analise filogenética

Primeiramente, as sequéncias de rDNA 16S com no minimo de 1400 pb do género
Rhodococcus foram obtidas do banco de dados RNA ribossomal online Silva (QUAST et
al., 2013) e alinhadas pelo programa CLUSTAL Omega (SIEVERS et al., 2011). Trés
arvores filogenéticas foram geradas por meio do programa MEGA 7 (KUMAR;
STECHER; TAMURA, 2016), utilizando os métodos estatisticos Neighbor-Joining (NJ),

Maximum Likelihood e Maximum Parsimony, com o valor de bootstrap de 1000.

3.2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.3.1 Obtencao de microrganismos a partir de residuo de perfuracio
de poco de petrdleo e selecao preliminar de microrganismos com capacidade

de utilizar hidrocarbonetos

Com o objetivo de obter microrganismos tolerantes a presenca de petréleo e com
possivel habilidade de degrada¢do de hidrocarbonetos, foram realizados isolamentos
utilizando a técnica de enriquecimento seletivo em diferentes meios de cultura. A amostra
ambiental utilizada para selecionar os microrganismos foi obtida de residuo de perfuragdo
de pocos de petroleo, e esta foi previamente caracterizada (NAPP et al., 2018). A andlise
da composi¢do quimica do residuo revelou a presenga de 108,9 g/kg de hidrocarbonetos,
esta concentragdo ¢ considera elevada para amostras ambientais (AL-ANSARY; AL-
TABBAA, 2007). Entre os compostos presentes no residuo os hidrocarbonetos alifaticos

foram encontrados como mais prevalentes (93,76%).
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Além disso, para aumentar a pressdo seletiva nos meios, 1% de petroleo bruto foi
adicionado na bioprospec¢do. De acordo com diversos autores, microrganismos sao
capazes de se desenvolver em ambientes contaminados com diversos poluentes, incluindo
os residuos da industria petroquimica (ATLAS, 1981; CERQUEIRA et al., 2012; DORR
DE QUADROS et al., 2016; MIRETE; MORGANTE; GONZALEZ-PASTOR, 2016;
VAN HAMME; SINGH; WARD, 2003b). Em alguns casos, estes microrganismos
adquirem a habilidade de metabolizar a fonte de carbono provenientes dos poluentes, e
desenvolvem todo o aparato enzimatico necessario para a degrada¢do dos compostos
(FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011; PEIXOTO; VERMELHO; ROSADO, 2011PEIXOTO
etal., 2011).

Neste contexto, os diferentes morfotipos cultivdveis em meio sélido foram
selecionados e isolados neste trabalho.

A selecdo inicial foi realizada utilizando enriquecimentos em trés meios de cultivo
ricos em nutrientes (LB, PD e YPD), a qual possibilitou ao final de 21 dias de incubagdo
isolar 14 microrganismos a partir do meio LB, 7 microrganismos a partir do meio PD e 9
microrganismos a partir do meio YPD, totalizando 30 microrganismos.

Na segunda etapa de isolamento, 10% do crescimento microbiano de cada um dos
meios anteriores foi utilizado como indculo para meios BH. Apos 21 dias de incubag@o, foi
possivel isolar 10 microrganismos a partir do meio BH contendo in6culo proveniente do
meio LB, 3 microrganismos do indculo com PD e 2 microrganismos do in6culo com YPD,
totalizando 15 isolados.

Neste trabalho, também foi realizada uma terceira etapa de isolamento, aumentando
o tempo de incubagdo para 90 dias em dois meios de cultivo diferentes (BH e agua

marinha), visando aumentar a pressdo seletiva e a adaptacdo da comunidade microbiana
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existente no residuo utilizado. Esta etapa permitiu isolar 38 microrganismos do cultivo em
BH e 26 microrganismos do cultivo diretamente em agua do mar, totalizando 64
microrganismos isolados.

Além disso, outros seis microrganismos provenientes da Cole¢do de biodegradacdo
do LabFIMB foram selecionados. No total, 115 microrganismos foram utilizados para os
testes de selecdo preliminar de utilizagdo de hidrocarbonetos.

Para selecionar os microrganismos com a melhor atividade metabdlica para
degradagdo de hidrocarbonetos aromadticos, foram realizados testes prévios em agar BH
contendo diferentes concentragdes de PAHs (fenantreno, antraceno e pireno) (KIYOHARA
et al., 1982). Na primeira etapa de selec¢do, todos os 115 microrganismos foram semeados
em agar BH com 0,03% de PAHs. Apenas para 4 microrganismos ndo foi possivel
observar crescimento e formacdo de colonias. Devido a isto, foram utilizadas
concentragdes crescentes da solugdo de hidrocarbonetos. Primeiramente, o crescimento
microbiano foi observado em é4gar BH com 0.05% de PAHs. Nestas condigdes, 50
microrganismos dos 111 remanescentes foram selecionados. Apds isto, testes contendo 1 e
2% de PAHs foram realizados e 26 microrganismos foram selecionados, em ambos os

testes, conforme podemos observar nas Tabelas 4, 5 ¢ 6.
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Tabela 4. Microrganismos isolados de residuo de perfura¢ao de pocos de petréleo.

Isolado
CPD 1
CPD 3
CPD 8
CPD9.2

CYP2

CLB 5
CLB 10.3
CLB 11

BHCLB 3

Condi¢ao de Isolamento
Microrganismos isolados a
partir de residuo de
perfuragdo de pogo de
petrdleo enriquecido com
meio PD por 21 dias

Microrganismos isolados a
partir de residuo de
perfuragdo de pogo de
petroleo enriquecido com
meio YPD por 21 dias

Microrganismos isolados a
partir de residuo de
perfuragdo de pogo de
petrdleo enriquecido com
meio LB por 21 dias

Microrganismos isolados a
partir de residuo de
perfuragdo de pogo de
petrdleo enriquecido com
meio LB por 21 dias e
transferidos para meio BH
cultivado por mais 21 dias

Morfologia Celular
Bacilo gram positivo
Fungo filamentoso
Fungo leveduriforme
Bacilo gram positivo

Bacilo gram negativo

Cocos gram negativo
Bacilo gram positivo
Cocos gram positivo

Bacilo gram positivo

*BH + PAHs
++
++
++
++

++

++
++
++

++

* BH + PAHs = agar BH com 2% de solug@o de fenantreno, antraceno e pireno.

++ indica desenvolvimento microbiano em agar BH + PAHs.

Tabela 5. Microrganismos isolados de residuo de perfuracio de pocos de petréleo.

Isolado
CRN BL5
CRN BL6
CRN BL7
CRN BLS
CRN B1

CRN MBI
CRN ML3
CRN MLS5
CRN ML6
CRN MY2
CRN MY4

Condicao de Isolamento
Microrganismos isolados a

partir de residuo de perfuragdo
de poco de petrdleo cultivado

em meio BH por 90 dias

Microrganismos isolados a

partir de residuo de perfuragéo
de pogo de petroleo cultivado
em &gua marinha por 90 dias

Morfologia Celular

Bacilo gram negativo
Bacilo gram negativo

Cocos gram negativo

Cocos gram positivo
Bacilo gram negativo

Fungo leveduriforme
Bacilo gram negativo
Bacilo gram negativo
Bacilo gram negativo
Fungo leveduriforme

Cocos gram negativo

*BH + PAHSs
++
++
++
++
++

++
++
++
++
++
++

* BH + PAHs = agar BH com 2% de solugdo de fenantreno, antraceno e pireno.

++ indica desenvolvimento microbiano em agar BH + PAHs.



Tabela 6. Microrganismos da Cole¢io de Biodegradacio do Laboratéorio de Fungos de Importincia.

Isolado Condi¢io de Isolamento Morfologia Celular *BH + PAHs
Bacillus amyloliquefaciens Moro et al,, 2018 Bacilo gram negativo ++
Bacillus cereus Dorr et al., 2016 Bacilo gram negativo ++
Bacillus methylotrophicus Pereira et al, 2018** Bacilo gram negativo ++
Pseudomonas sihuiensis Pereira et al, 2018** Bacilo gram negativo ++
Brevibacterium sanguinis Pereira et al, 2018** Bacilo gram negativo ++
Ancylobacter polymorphus Pereira et al, 2018** Cocos gram positivo ++

* BH + PAHs = agar BH com 2% de solug@o de fenantreno, antraceno e pireno.
**Dados ndo publicados.
++ indica desenvolvimento microbiano em agar BH + PAHs.

Todos os 26 microrganismos selecionados para os testes posteriores foram
caracterizados morfologicamente. Entre eles 22 foram caracterizados como bactérias, 3
como fungos leveduriformes e 1 fungo dimdrfico (Tabelas 4, 5 ¢ 6).

3.2.3.2 Avaliacio da biodegradacao de hexadecano e hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos (PAHs) presentes na creosota

Para avaliar a capacidade de biodegradagdo de hidrocarbonetos pelos
microrganismos previamente selecionados, estes foram submetidos a ensaios de
degradacdo em meios BH contendo hexadecano e¢ PAHs provenientes da creosota.
Hexadecano por ser um n-alcano com 16 carbonos em sua cadeia foi utilizado para avaliar
a degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos. A creosota, por sua vez, ¢ um produto derivado
do carvdo, e na sua composi¢do alguns PAHs como fenantreno, fluoranteno e pireno estdo
presentes em grandes quantidades (NYLUND et al., 1992).

Assim, ao final de 21 dias de degradagdo destes compostos, 0s microrganismos
com aumento na atividade de degradagdo foram selecionados, conforme pode ser
observado na Figura 8. Os isolados CPD8, Bacillus methylotrophicus, BHCLB3, Bacillus

cereus, Bacillus amyloliquefaciens e CRN BL8 apresentaram os melhores resultados.
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Figura 8. Biodegradacio de hexadecano e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
presentes na creosota. Porcentagem de degradacdo de hexadecano (5 g/L) e PAHs (5 g/L)
apods 21 dias de remediagdo em meio liquido BH a 30 °C e 200 rpm. Dados referentes as
médias (= SD) das triplicatas. Experimento normalizado com Benzo[b]fluoranteno.

Como podemos observar na Figura 8 os compostos hexadecano e fenantreno
foram os hidrocarbonetos mais metabolizados durante o processo de remediag¢do pelos

isolados.

3.2.33 Avaliacio da biodegradacao de hexadecano e fenantreno

Em decorréncia dos resultados encontrados no primeiro experimento de
remediagdo, os seis microrganismos selecionados foram submetidos a um teste para avaliar
a biodegradacdo de fenantreno e hexadecano especificamente. Apo6s 21 dias de incubagdo a
30 °C em meio liquido BH suplementado com fenantreno (5 g/L) e hexadecano (5 g/L), a

atividade de degradacdo dos microrganismos foi observada (Figura 9).
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Figura 9. Biodegradacao de hexadecano e fenantreno. Porcentagem de degradacdo de
hexadecano (5 g/L) e fenantreno (5 g/L) apds 21 dias de remediagdo em meio liquido BH a
30 °C e 200 rpm. Dados referentes as médias (= SD) das triplicatas.

Dois isolados, BHCLB3 ¢ CRN BLS8, degradaram eficientemente o hexadecano
(Figura 9). Porém, CRN BLS8 apresentou aumento nos resultados para degradacdo desse
composto (98,7%). No entanto, nenhuma degrada¢do de fenantreno foi observada pelos
microrganismos. Isso pode ser explicado pela hipdtese de que esses microrganismos
apenas degradam hidrocarbonetos aromaticos metilados, os quais estdo presentes em

amostras de petrdleo bruto e seus derivados, como parte dos PAHs encontrados na creosota

(GRIFOLL et al., 1995).

3.234 Avaliacio da biodegradacao de petrdleo bruto

Para testar esta hipotese, os dois isolados, BHCLB3 e CRN BLS, foram utilizados
para analisar a biodegradacdo de hidrocarbonetos presentes em petréleo bruto em meio
liquido BH suplementado com petroleo CasaBlanca (5 g/L). Devido ao fato, de o petrdleo

ser composto por uma complexa mistura de hidrocarbonetos, o tempo de incubagdo foi
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aumentado para 45 dias a 30 °C. Ao final do experimento o isolado BHCLB3 néo
apresentou resultados positivos. Entretanto, o microrganismo CRN BL8 apresentou
desempenho satisfatorio para degradag¢do das principais fracdes de hidrocarbonetos

presentes no petroleo utilizado (Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma da fracao de hidrocarbonetos alifaticos presentes no
petréleo CasaBlanca. Porcentagem de biodegradagdo de petrdleo bruto (5 g/L) apos 45
dias de incubagdo em meio liquid BH a 30 °C e 200 rpm. (A) Controle negativo (abiotico)
e (B) Biodegradacdo com inoculo da CRN BLS8. Dados referentes as médias (+ SD) das
triplicatas. ISO: compostos isoprenoides.

Desta forma, a partir desta andlise foi possivel observar uma significativa
diminui¢do na mancha de petréleo durante o decorrer do periodo de incubagdo no meio

contendo o indculo com a bactéria CRN BLS8, corroborando com os resultados obtidos a

partir da quantifica¢do dos hidrocarbonetos remanescentes na amostra final.
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Este isolado foi capaz de reduzir praticamente toda a fracdo dos hidrocarbonetos
alifaticos presentes no petrédleo bruto utilizado, inclusive os hidrocarbonetos de cadeias
mais pesadas (C35-C40). No entanto, algumas das fragcdes isoprendides, como por
exemplo: pristano e fitano, ndo foram completamente degradadas (Figura 10).

Estudos demonstram que as taxas de degradacdo de n-alcanos dependem de vérios
fatores, um deles ¢ a forma que o substrato estd presente na amostra, estando como um
composto puro ou numa mistura de compostos. A biodegradabilidade dos alifaticos
também ¢ outro fator importante, o qual ¢ influenciado negativamente pela ramificacdo na
cadeia de hidrocarbonetos. Assim, o grau de resisténcia a biodegradacdo depende do
nimero de ramificagdes e das posicdes dos grupos metila na molécula (MAIER;
GENTRY, 2015).

Diversos autores descrevem a capacidade de bactérias de degradar hidrocarbonetos
alifaticos (CERQUEIRA et al., 2012; SARKAR et al., 2017; VILA; GRIFOLL, 2009;
YANG et al, 2014). Leahy e Colwell (1990) reportaram a biodegradagdo de
hidrocarbonetos de petroleo por diversos géneros bacterianos Achromobacter,
Arthrobacter,  Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia,
Pseudomonas e Rhodococcus.

Em um trabalho realizado por VILA e GRIFOLL (2009), a degradagdo de
hidrocarbonetos presentes no 6leo (Prestige) em dgua marinha foi analisada. Apds 60 dias
de incubagd@o com a linhagem Mycobacterium sp. AP1 ocorreu a completa remog¢do dos
hidrocarbonetos lineares (C12-C40) e ramificados. Sugerindo que um aumento no tempo
de incubagdo em nossos experimentos poderia ocasionar a degradacdo das fragcdes de

isoprenoides restantes.
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Em relagdo a fragdo aromadtica presente no petrdleo bruto ndo foi observada
diferenga significativa na degradacdo, quando comparada com as amostras controle.
Assim, o microrganismo CRN BL8 possivelmente apresenta preferéncia para metabolizar
os hidrocarbonetos alifaticos presentes em maior quantidade na amostra, os quais se
encontram mais biodisponiveis para o acesso microbiano. Nossos resultados também
corroboram com as condi¢des de isolamento empregadas neste estudo, onde foi utilizado
um residuo de perfuracdo de pogo de petrdleo rico em hidrocarbonetos alifaticos, podendo

assim ter adaptado a comunidade microbiana isolada (NAPP et al., 2018).

3.235 Avaliacio de producio de biossurfactantes por CRN BLS8

A producdo de biossurfactantes pelo microrganismo selecionado, foi avaliada na
tentativa de elucidar com diferentes experimentos, a utilizagdo dos hidrocarbonetos do
petroleo.

Primeiramente, para avaliar a producdo de biossurfactantes de alto peso molecular
pelo isolado CRN BLS, foi realizado o teste de Indice de Emulsificacio (IE24n%)
(COOPER; GOLDENBERG, 1987). Como uma estratégia de adaptagdo dos
microrganismos a presenca de contaminantes hidrofobicos, bioemulsificantes podem ser
produzidos, estes t€ém a capacidade de aumentar a 4area de contato entre o substrato
hidrofébico e a célula microbiana (CHRZANOWSKI et al., 2012; LAWNICZAK;
MARECIK; CHRZANOWSKI, 2013). Nossos resultados, demonstraram que nos
primeiros tempos de incubagéo (1 e 7 dias), o isolado CRN BL8 néo foi capaz de produzir
emulsificagdo, porém em 15 dias de cultivo foi encontrado uma capacidade de

emulsificagdo de 34,6 % (Tabela 7), indicando que o microrganismo é capaz de produzir
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biossurfactantes de alto peso molecular apenas em tempos avangados de incubagdo com
petrdleo.

Os biossurfactantes de baixo peso molecular sdo as moléculas responsaveis por
reduzir a tensdo superficial. O método de colapso da gota e o ensaio de dispersdo de 6leo
sdo métodos qualitativos e de simples avaliacdo, e foram utilizados juntamente com a
medida da tensdo superficial no experimento de biodegradagdo. Os resultados podem ser
observados na Tabela 7. Durante as primeiras 24 h do experimento de biodegrada¢io néo
ocorreu a produgdo de biossurfactantes de baixo peso molecular. Nos tempos 7 e 15 dias de
incubagdo a medida da tensdo superficial das amostras apresentou uma redugéo de 58 para
aproximadamente 40 mN/m quando comparado com a amostra controle (Tabela 7). Nos
tempos 7 e 15 dias de incubagdo foi observado o colapso total da gota de sobrenadante do
meio de cultivo, e o espalhamento do dleo em dgua de 9 mm e 13 mm, respectivamente

(Tabela 7).

Tabela 7. Producio de biossurfactantes pelo microrganismo CRN BLS8 durante a biodegradacio de petréleo.
1E,4h (%) Colapso da Gota Espalhamento do 6leo (mm) Tenséio Superficial (mN/M)

Controle negativo - - - 58,0+ 0,2
Tempo (dias)

1 - - - 62,1+0,6

7 - ++ 9+2 339+04

15 34,6 +2 ++ 13+6 40,3+ 0,1

(-) resultado negativo.
(+) resultado positivo.

Entre os biossurfactantes de alto peso molecular estdo os poliméricos e os particulados
que ndo possuem, necessariamente, uma por¢do hidrofilica e outra hidrofébica na mesma
molécula, mas podem possuir polissacarideos, proteinas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou

complexos de misturas desses biopolimeros (CHEN; JUANG; WEI, 2015; DESAIL; BANAT,
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1997; RON; ROSENBERG, 2002). Desta forma, nossos resultados demonstram que o isolado
CRN BLS pode estar produzindo algum dos tipos de emulsificantes citados acima.

De acordo com Willumsen e Karlson (1996) um biossurfactante eficiente tem a
capacidade de reduzir a medida da tensdo superficial do meio em até 20 unidades, isto
quando comparado a adgua destilada, o que significa que valores inferiores a 50 mN/m sdo
considerados satisfatdrios. Esta reagdo € ocasionada pela producdo de biossurfactantes de
baixo peso molecular, os quais incluem os glicolipideos, lipopeptideos ou lipoproteinas e
fosfolipideos ou acidos graxos (CHEN; JUANG; WEI, 2015). Um dos métodos mais
utilizados para avaliar a eficiéncia de um surfactante ¢ a medida da CMC, que varia na
solugdo aquosa em fungdo da estrutura do tensoativo, temperatura da solugdo, pH, presenca
de eletrolitos e compostos organicos (CHRZANOWSKI et al., 2012; MULLIGAN, 2005).

Diversos autores afirmam que a produgdo de biossurfactantes causa uma queda da
tensdo superficial em fases aquosas, tornando as emulsdes de 6leo em agua mais estaveis
(COOPER; GOLDENBERG, 1987). Em processos onde ocorre a biodegradacdo de
hidrocarbonetos, a reducdo da tensdo superficial ¢ comum, onde os microrganismos sio
induzidos a produzir agentes tensoativos extracelulares, o que possibilita a formagéo de
microemulsdes estaveis, facilitando o transporte e metabolizagdo de hidrocarbonetos
(ABDEL-MAWGOUD et al.,, 2011; MULLIGAN; MUDHOO; SHARMA, 2014; S.
OLIVEIRA et al., 2017).

Em um estudo realizado por Moro e colaboradores (2018), foi avaliado a
capacidade de produgdo de biossurfactantes para 200 microrganismos obtidos a partir de
solos contaminados com residuos petroquimicos. Este trabalho demonstrou que os
microrganismos selecionados pelos autores ndo tinham capacidade de produzir substancias

tensoativas e emulsificantes em meio de cultivo pobre suplementado com hidrocarbonetos

89



de petrdleo, porém quando utilizado um meio de cultivo com glicose (5%) como fonte de
carbono, 14 isolados mostraram capacidade de produzir biossurfactantes.

Com base em dados da literatura e nos resultados encontrados em nosso estudo,
podemos sugerir que existe uma produgdo significativa de substdncias tensoativas pelo
microrganismo selecionado quando este estd em contato com hidrocarbonetos de petrdleo

como unica fonte de carbono.

3.2.3.6 Identificacdo molecular do microrganismo CRN BLS e analise filogenética

Ao final de todos os testes previamente descritos, o microrganismo CRN BLS foi
selecionado com o maior potencial de degradagdo de hidrocarbonetos de petroleo, este foi
identificado por técnicas moleculares. A analise da sequéncia parcial do gene 16S rDNA
mostrou que o isolado bacteriano pertence ao género Rhodococcus. Desta forma, analises
filogénicas, visando obter uma melhor caracterizagdo do microrganismo também foram

realizadas (Figura 11; Apéndice A e B).
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Figura 11. Anadlise filogenética baseada em sequéncias 16S gene rDNA do género
Rhodococcus. Alinhamento utilizando o programa CLUSTAL Omega. Método de
Maximum Likelihood, com valores de bootstrap (1000).
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Conforme a andlise filogenética, o isolado bacteriano identificado como
Rhodococcus sp. (CRN BLS8), ndo possui similaridade com nenhuma das espécies ja
descritas para esse género, sugerindo que o microrganismo isolado neste estudo, possa ser
uma espécie NOVA de Rhodococcus. E possivel observar também, que este se encontra
mais proximo filogeneticamente da espécie de Rhodococcus aglutinans, apresentando o
mesmo ancestral comum, e podendo ser uma espécie derivada de Rhodococcus aglutinans.

Rhodococcus ¢ um género da classe das Actinobatérias (familia Nocardiaceae)
amplamente distribuido na natureza e apresentam notdveis caracteristicas metabolicas, isto
¢ devido a presenga de grandes e moveis plasmideos, geralmente lineares, que transportam
genes que codificam enzimas importantes capazes de degradar uma ampla gama de
compostos organicos naturais e xenobidticos (FINNERTY, 1992; KIM et al., 2018; M.
ALVAREZ, 2010).

O género Rhodococcus abrange organismos com as seguintes caracteristicas: Gram
positivos, ndo moveis que contém 4cido micdlico em sua parede celular, microrganismos
aerdbicos quimio-organotréficos com metabolismo oxidativo e capacidade de utilizar
diversos substratos organicos como Unica fonte de carbono. Apresentam um ciclo de vida
complexo que varia entre os diferentes membros. Dependendo da linhagem, bastonetes e
cocos podem sofrer uma série de mudangas morfolégicas, com os cocos em alguns se
convertendo em bastonetes e filamentos. Algumas dessas formas se ramificam e podem se
desenvolver em filamentos extensivamente ramificados ou hifas. Essas varias formas
morfoldgicas entdo se fragmentam, revertendo novamente aos cocos e aos bastonetes
curtos (FINNERTY, 1998; ALVAREZ, 2010).

Além da capacidade de metabolizar um amplo espectro de compostos quimicos, a

tolerancia celular a substratos toxicos e solventes, a frequente falta de repressdo catabdlica,
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a produg¢do de biossurfactantes e a persisténcia ambiental fazem deles excelentes
candidatos para a biorremediag@o e bioconversdo (KIM et al., 2018; KUYUKINA et al.,
2015; RETAMAL-MORALES et al., 2018).

Bactérias do género Rhodococcus sdo comumente encontradas entre as
comunidades microbianas degradadoras de petroleo, em fun¢do do seu alto potencial de
utilizacdo de hidrocarbonetos como fontes de carbono e energia (FINNERTY, 1998; KIM
et al., 2018). Diversos trabalhos tém demonstrado o isolamento de bactérias do gé€nero
Rhodococcus em amostras contaminadas com hidrocarbonetos e sua potencialidade no
tratamento de derrames de 6leos (AMOURIC et al., 2010, CHAUDHARY; KIM, 2018;
DE CARVALHO, 2012; YANG et al., 2014).

As vias de biodegradagdo deste género geralmente consistem em diversas vias
periféricas (superiores) e algumas vias centrais (inferiores). Por exemplo, no caso de
hidrocarbonetos arométicos, uma ampla gama de monoxigenases ¢ dioxigenases nas vias
periféricas inicia o ataque oxidativo do anel aromatico, produzindo intermedidrios centrais,
como catecol, protocatecoato e gentisato, que sdo posteriormente degradados por orfo-,
meta- ou 3-oxoadipato para intermediarios do ciclo do &cido citrico (KIM et al., 2018).

Rhodococcus erythropolis apresentou habilidade de degradar n-alcanos de C6 e
C16 e alcoois mesmo sobre condigdes previamente consideradas extremas para essa
bactéria (DE CARVALHO, 2012). Outros autores também demonstraram a capacidade de
degradacdo de m-alcanos e bifenil (SEKINE et al., 2006; YAKIMOV et al., 1999),
hexadecano ¢ fenol (CAI et al., 2014; MARGESIN; FONTEYNE; REDL, 2005), tolueno e
xileno (CHARTRAIN et al, 1998; KIM et al.,, 2018), por bactérias do género

Rhodococcus.
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Os resultados sugerem que o isolado encontrado neste estudo tem grande potencial
de ser uma nova espécie do género Rhodococcus, porém mais analises sdo necessarias para

comprovar essa hipdtese, como testes fenotipicos, quimiotaxondmicos e moleculares.

4 DISCUSSAO GERAL

O inicio da biodegrada¢@o de compostos organicos geralmente segue um periodo de
adaptacdo ou aclimatacdo dos microrganismos autoctones, na qual a duracdo depende da
estrutura do contaminante. A exposi¢do prévia a um contaminante por repetidas aplicagdes
ou frequentes derramamentos de 6leo, consequentemente proporciona um ambiente em que
as vias de degradacdo sdo mantidas dentro de uma comunidade adaptada (MAIER;
GENTRY, 2015; MULLER, 2009; VANDECASTEELE; JONES, 2008b).

A adaptagdo de populacdes microbianas ocorre mais comumente pela inducdo de
enzimas necessarias para a biodegradacdo, seguida por um aumento na populagdo de
organismos biodegradadores (MAIER; GENTRY, 2015; PEIXOTO; VERMELHO;
ROSADO, 2011; ZHU et al., 2001). A degradagdo desses contaminantes requer também
um segundo tipo de adaptacdo que envolve uma mudanga genética, como uma mutagdo ou
uma transferéncia genética. Isso resulta no desenvolvimento de novas capacidades
metabolicas. O tempo necessario para uma adaptacdo, a qual requer uma mudanga genética
ou uma sele¢do e desenvolvimento de uma comunidade adaptada ainda ndo € previsivel,
mas o processo pode exigir de semanas a anos ou pode ndo ocorrer (MAIER; GENTRY,
2015; VANDECASTEELE; JONES, 2008Db).

Em nosso estudo, o residuo de perfuragdo de poco de petrdleo gerado foi

armazenado até a sua posterior manutengdo. Este residuo, portanto, permaneceu por longos
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periodos de tempo aguardando tratamento adequado. Como descrito por NAPP e
colaboradores (2018), esta amostra contém uma alta quantidade de matéria organica (120
g/dm), provavelmente proveniente dos hidrocarbonetos residuais encontrados no residuo
(108,9 g/kg). Desta forma, devido a alta concentracdo de poluentes, este residuo de
perfuragdo possivelmente tem sua populacdo microbiana previamente selecionada.

Neste contexto, abordagens metagendmicas t€ém emergido como uma estratégia
para analisar comunidades microbianas no ambiente, possibilitando o acesso ao potencial
genético dos microrganismos presentes (MIRETE; MORGANTE; GONZALEZ-PASTOR,
2016). Varios estudos metagendOmicos descrevem microrganismos capazes de se
desenvolver em ambientes petroquimicos com capacidades metabolicas adequadas para a
degradacdo de numerosos hidrocarbonetos (AN et al., 2013; CZARNY et al., 2017; LIU et
al., 2018; MICHAS et al., 2017).

Consequentemente, nosso estudo analisou o perfil taxondmico e a presenga de
genes relacionados a biodegradagdo de hidrocarbonetos pelos microrganismos mais
abundantes, os quais foram selecionados por dois diferentes meios de cultura, utilizados
para o enriquecimento (LB e PD). Nossos resultados demonstraram que ambos os
enriquecimentos selecionaram preferencialmente o desenvolvimento de microrganismos
procariotos, com a presenga em maior abundancia do filo Proteobacteria.

Entretanto, os diferentes enriquecimentos utilizados foram responsaveis por
selecionar comunidades bacterianas distintas. Na amostra enriquecida em LB, as principais
bactérias encontradas pertenciam aos géneros Pseudomonas (10,5%), Bacillus (6,82%),
Bordetella (2,51%), e na amostra enriquecida com PD pertenciam a Stenotrophomonas
(26.9%), Pantoea (6.3%), Brevundimonas (3.65%). Segundo WU e colaboradores (2013)

mudangas nos meios de culturas podem refletir em diferentes composi¢des microbianas.
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Todos os géneros encontrados em maior abundancia nos enriquecimentos ja foram
previamente descritos em ambientes associados ao petroleo e com potencial atividade para
degradacdo de hidrocarbonetos (ARSLAN et al.,, 2014; CERQUEIRA et al., 2012;
CHAUDHARY et al., 2015; DAS; CHANDRAN, 2011a; DAS; MUKHERIJEE; SEN,
2008; DAS; KAZY, 2014; OBI; ATAGANA; ADELEKE, 2016; VASILEVA-
TONKOVA; GESHEVA, 2007).

Os resultados obtidos foram semelhantes aos descritos em outros trabalhos na
literatura, onde Proteobacteria é o filo dominante encontrado em amostras de residuos
petroquimicos (DORR DE QUADROS et al., 2016; JOSHI et al., 2014; YADAV et al.,
2015). Os membros deste filo t€m um papel importante nos processos de degradagdo de
hidrocarbonetos com diversas fungdes metabodlicas (JOSHI et al., 2014).

Entretanto, em um trabalho realizado por Guerra e colaboradores (2018), foi
descrito o isolamento de diferentes microrganismos a partir de um residuo de perfuracio de
poco de petrdleo proveniente da mesma regido do residuo utilizado neste trabalho (Rio
Grande do Norte, Brasil), sendo as espécies de maior abundancia pertencentes ao filo
Firmicutes. Os enriquecimentos foram realizados em meios de cultivo LB ¢ YPD com
temperatura de incubagdo de 37 °C, e posterior passagem para meio BH com petréleo como
unica fonte de carbono, corroborando que diferentes condi¢des de cultivo, como
temperatura e nutrientes, influenciam diretamente na composicdo da comunidade
microbiana.

As andlises funcionais dos dois metagenomas demonstram a presenca de varios
genes de vias metabolicas relacionadas a degradagdo aerdbica de compostos alifaticos e
aromaticos pela comunidade microbiana, as quais também foram descritas por Guerra e

colaboradores (2018). Diversas enzimas relacionadas a degradacdo de alcanos como
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aldeido desidrogenase, dlcool desidrogenase, alcano hidroxilase, metano monooxigenase e
enzimas que pertencem a uma familia de citocromo P-450 estavam presentes nos
metagenomas.

Nossos resultados também apresentaram um elevado numero de enzimas
oxigenases, como 1,2-catecol dioxigenase (C1,20), 2,3-catecol dioxigenase (C2,30), 3,4-
protocatecol dioxigenase (P3,40) e 4,5-protocatecol dioxigenase (P4,50) em ambas as
amostras metagenomicas. A degradagdo aerobica classica dos hidrocarbonetos aromaticos
geralmente gera compostos intermedidrios por hidroxilagdo, como catecol (1,2-di-
hidroxibenzeno) ou protocatecol (3,4-di-hidroxibenzoato), sendo estas enzimas listadas
acima as responsaveis por esta conversdo (FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011).

Além disso, foi identificado um numero significativo de proteinas envolvidas na
sintese de biossurfactantes (18,14 e 17,92% para LBE e PDE, respectivamente). Estes
dados corroboram com os resultados obtidos na produgdo de biossurfactantes pelos
consorcios, onde foi observado indices de emulsificagdo satisfatorios superiores a 60%, e
resultados positivos para os testes de colapso da gota, dispersd@o do o6leo e atividade
hemolitica.

Nossos resultados estdo de acordo com outros trabalhos da literatura que
classificaram os géneros mais abundantes encontrados nas nossas amostras como
bioemulsificadores com o potencial de aumentar a biodisponibilidade de hidrocarbonetos
para melhorar a biodegradacdo (BEZZA; CHIRWA, 2017; CERQUEIRA et al., 2012;
DAS; CHANDRAN, 2011a; DAS; KAZY, 2014; DENG et al., 2014; OBL; ATAGANA;
ADELEKE, 2016; VASILEVA-TONKOVA; GESHEVA, 2007; VINAS et al., 2005).

A abordagem metagendmica também nos permitiu avaliar a relagdo do

cometabolismo entre as espécies presentes. Por exemplo, estd bem estabelecido que a
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producdo de biossurfactantes contribui para a solubilizacdo sistémica parcial ou completa
do poluente original (DELL’ANNO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2015; PEIXOTO;
VERMELHO; ROSADO, 2011), e essas moléculas sdo produzidas por uma ampla
variedade de organismos de forma constitutiva ou induzida, a partir de varios substratos,
incluindo actucares, oleos e residuos (CAMEOTRA; SINGH, 2008b; PACWA-
PLOCINICZAK et al., 2011; S. OLIVEIRA et al., 2017). Desta forma, nossos resultados
demonstraram esse comportamento de cometabolismo e sinergismo, nossa abordagem ¢
validada positivamente com a alta porcentagem de degradacdo que obtivemos de até 50%
em apenas 15 dias de tratamento com os consércios microbianos produzidos, a maioria dos
estudos tem esse percentual somente apds varias semanas (CERQUEIRA et al., 2011b;
DORR DE QUADROS et al., 2016). Os resultados obtidos de avaliagdo de degradagdo
estio de acordo com nossos dados funcionais e s3o considerados satisfatorios.
Especialmente quando comparados com o curto periodo de tempo utilizado para a
degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo em nosso trabalho (15 dias).

De fato, a degradag@o de hidrocarbonetos pelas comunidades microbianas depende
da composicdo da comunidade e de sua resposta adaptativa a presenca de hidrocarbonetos.
Segundo HEAD e colaboradores (2006) estudos de biorremediagdo tendem a enfatizar os
microrganismos que degradam os contaminantes. No entanto, esses microrganismos fazem
parte de uma rede ecoldgica, que envolve muitas interagdes diretas e indiretas com outros
membros da comunidade e com o meio ambiente (e, portanto, ¢ influenciada por variaveis
ambientais, como a disponibilidade de nutrientes ou parametros fisico-quimicos). Tais
interagdes incluem competi¢do pela limitacdo de nutrientes, predagdo por protozodrios, lise
por interacdes fago e cooperagdes que aumentam a degradagdo. Esses exemplos mostram

que o sucesso da biodegradacdo ndo € determinado apenas pelos microrganismos
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degradadores, possivelmente explicando por que muitas vezes a bioaumenta¢do néo
aumenta as taxas de biodegradacdo, e indicam que uma maneira alternativa de aumentar a
biorremediacdo poderia ser inocular no meio ambiente ou promover o crescimento de
organismos que desempenham importantes fun¢des secunddrias.

De fato, mais de 170 géneros de microrganismos foram listados como capazes de
degradar ou transformar hidrocarbonetos (CHRONOPOULOU et al., 2015; DAS;
CHANDRAN, 2011b; HEAD; JONES; ROLING, 2006; SARKAR et al., 2017; ZHU et al.,
2001). Isso foi fundamental para entender algumas das vias envolvidas na biodegradagéo
de compostos alifaticos e aromaticos. No entanto, estudos recentes t€ém ajudado a aumentar
nosso conhecimento sobre a diversidade microbiana e vias bioquimicas envolvidas na
degradacdo microbiana de hidrocarbonetos de petroleo, uma vez que a lista de
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos continua a se expandir, além da
descoberta de novos biossurfactantes, enzimas e/ou vias metabolicas funcionais envolvidas
na biodegradagdo. Além disso, sabe-se que apenas cerca de 1% da microbiota pode ser
cultivada por métodos tradicionais (OLIVEIRA et al., 2015; OULAS et al., 2015).

Neste sentido, uma pequena parcela das comunidades esta atualmente descrita, e a
lista de degradadores aumenta a medida que a microbiota pode ser explorada, ligando as
técnicas tradicionais de cultivo e a abordagem metagendmica.

Embora os ensaios metagenomicos sejam uma ferramenta fundamental nas andlises
taxonOmicas e funcionais, o isolamento de microrganismos € essencial na caracterizacio
das propriedades especificas (VARTOUKIAN; PALMER; WADE, 2010). Além disso,
alguns autores utilizam o isolamento na validacdo dos dados metagenomicos (JOSHI et al.,
2014). Assim, a partir dos consorcios produzidos e de outras formas de cultivo, as quais se

utilizou meios de cultura com baixa concentragdo de nutrientes (BH e dgua marinha),
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isolados microbianos foram identificados e selecionados quanto a degradacdo de
hidrocarbonetos e producdo de biossurfactantes.

Desta forma, um microrganismo pertencente ao género Rhodococcus demonstrou
possuir atividades metabolicas importantes para a degradagdo de hidrocarbonetos durante a
avalia¢do com petréleo bruto.

O petroleo utilizado durante os ensaios de degradacdo apresentou possuir
concentragdes predominantes de compostos alifaticos na sua composi¢do. Neste contexto,
o microrganismo selecionado neste trabalho apresentou uma degradacdo praticamente
completa dessas fracdes. Enzimas da familia AIkB e citocromo P450, além de alcano
hidroxilases tém sido amplamente descritas para a degradacdo de cadeias de alcanos.
Diversos géneros de bactérias foram descritos na literatura com a presenca de genes
referentes a estas enzimas, incluindo Rhodococcus (AMOURIC et al., 2010; FUNHOFF;
VAN BEILEN, 2007; JURELEVICIUS et al., 2013; NIE et al., 2014; PEIXOTO;
VERMELHO; ROSADO, 2011).

Os hidrocarbonetos alifaticos de cadeia carbonica intermediaria (C10 a C18) sdo
compostos utilizados pelos microrganismos mais prontamente que os alifaticos de cadeias
curtas (solventes) e longas (solubilidade diminui com o aumento do nimero de carbonos).
Assim, n-alcanos de cadeia longa s@o utilizados mais lentamente devido a baixa
biodisponibilidade resultante da sua solubilidade extremamente baixa. Em contrapartida,
os n-alcanos de cadeia curta possuem uma maior solubilidade aquosa, a qual os torna
téxicos para muitas células (MAIER; GENTRY, 2015). Assim, as taxas de degradagdo do
n-alcano irdo diferir dependendo se o substrato esta presente como um composto puro ou

numa mistura de compostos. Estes fatores pareceram ndo influenciar na capacidade de
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degradacdo do microrganismo selecionado, ja que este foi capaz de utilizar cadeias de
todos os tamanhos.

Em contrapartida, ndo foi observada a degradacdo dos compostos aromaéticos pelo
microrganismo, estes hidrocarbonetos sdo formados por anéis condensados, e por isso sdo
transformados muito mais lentamente, frequentemente como resultado cometabdlico. Isto €
devido a biodisponibilidade limitada destes compostos. Estes PAHs tém uma solubilidade
aquosa muito limitada. No entanto, tem sido demonstrado que a exposi¢do cronica a
compostos aromdticos pode resultar em aumento das taxas de transformag@o devido a
adaptacdo da populacdo microbiana (GIBSON, 1984; MAIER; GENTRY, 2015;
MULLER, 2009; VANDECASTEELE; JONES, 2008b).

Segundo Mohamed e colaboradores (2006), a biodegradabilidade dos componentes
do petrdleo segue uma ordem preferencial de degradagio: (i) n-alcanos, (ii) cadeias alcano
ramificadas, (iii) alcenos ramificados, (iv) monoaromaticos, (V) cicloalcanos, (Vi)
poliaromaticos e, (vii) cadeias de asfalteno.

Outra propriedade importante relacionada com a biodegradacdo de compostos
hidrofobicos ¢ a capacidade de producdo de biossurfactantes.

Desta forma, a procura por microrganismos produtores de biossurfactante com
valores baixos de CMC, baixa toxicidade e alta atividade emulsificante tem aumentado.
Sabe-se que diversos microrganismos, como bactérias, leveduras e alguns fungos
filamentosos, sdo capazes de produzir biossurfactantes com diferentes estruturas
moleculares e atividade superficial (BANAT et al., 2010; MESBAIAH et al., 2016; MORO
et al., 2018; RUGGERI et al., 2009). Porém, o crescimento microbiano em substratos

hidrofébicos e a producdo de biossurfactante ndo sdo necessariamente relacionados, devido
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ao fato de os biossurfactantes também desempenharem diversos papéis fisiologicos para a
célula (MAIER; GENTRY, 2015).

O isolado Rhodococcus foi submetido a experimentos de produgdo de
biossurfactantes em meios contendo hidrocarbonetos de petroleo, e este demonstrou uma
capacidade de redugfo da tensdo superficial no meio de 68,7 para 33,9 mN/m apds 7 dias
de cultivo. Dados da literatura sugerem que surfactantes eficientes apresentam baixos
valores de CMC, ou seja, reduzem a energia livre do sistema, substituindo as moléculas de
alta energia na interface, e assim, diminuindo a tenso superficial. Sendo assim, para um
biossurfactante ser considerado eficaz, este deve reduzir a tensdo superficial do meio de 72
para 35 mN/m (CHRZANOWSKI et al., 2012; MESBAIAH et al., 2016; MULLIGAN,
2009; MULLIGAN; MUDHOO; SHARMA, 2014). Desta forma, podemos sugerir que a
bactéria isolada neste estudo produz moléculas ativas da classe de biossurfactantes de
baixo peso.

Além disso, andlises filogenéticas realizadas com as sequéncias 16S de rDNA do
isolado Rhodococcus, revelaram que este microrganismo tem grande potencial de ser uma
espécie ainda desconhecida deste género.

As espécies do género Rhodococcus sdo caracterizadas quimiotaxonomicamente
pela presenga do 4cido meso-2,6-diaminopimélico; arabinose e galactose nos hidrolisados
de células inteiras; MK-8 (H2) e MK-8 (H4) como as menaquinonas predominantes; e
difosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e fosfatidilinositol manosideos
como os principais fosfolipideos. Os &cidos micolicos também estdo presentes nos
membros do género Rhodococcus. O género Rhodococcus passou por uma expansio

consideravel nos ultimos anos e, no momento, 39 espécies com nomes validos sdo
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reconhecidas na literatura (FINNERTY, 1998; GUO et al., 2015; GURTLER; SEVIOUR,
2010).

Nos ultimos anos, mudancas considerdveis na classificagdo de géneros tém
ocorrido, algumas espécies tém sido combinadas, transferidas para outros gé€neros ou
reclassificadas em um novo género, e novas espécies tém sido descritas (GUO et al., 2015).

Recentemente, a bactéria Rhodococcus aglutinans, foi isolada, classificada e
caracterizada por Guo e colaboradores (2015). A andlise filogenética realizada para nosso
isolado apresentou grande proximidade com esta espécie, porém existe cerca de 70% de
chances de estes dois microrganismos serem espécies divergentes. Assim, experimentos

adicionais s3o0 necessarios para confirmar a potencial nova espécie.
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5 CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo possibilitou (i) formular dois consdércios microbianos a partir de
enriquecimento com diferentes meios de cultivo (LB e PD). Adicionalmente, (i1) a partir de
um estudo comparativo realizado para avaliar o efeito das diferentes condi¢des de
enriquecimentos empregadas na composi¢do taxondmica e funcional dos dois
metagenomas gerados (LBE e PDE), observamos que estes exibem diferencas
significativas em relagdo a sua diversidade e também apresentam genes para produgio de
biossurfactantes e degradag@o de hidrocarbonetos. Assim, nosso trabalho demonstrou que a
analise metagendmica ¢ uma metodologia eficiente e pratica que pode ser utilizada para a
melhor compreensdo de comunidades microbianas presentes em residuos de perfuracio de
pogos de petroleo. Além disso, foi possivel demonstrar que (iii) o enriquecimento com
meio LB exibiu capacidade de degradagdo superior ao observado com meio PD, isto
ocorreu provavelmente devido a maior abundancia de genes relacionados a enzimas de
degradagdo de diferentes xenobidticos. Assim, a diversidade microbiana heterogénea
relatada no consércio LBE apresenta forte potencial em relagdo a remediacdo de ambientes
contaminados por hidrocarbonetos de petrdleo. Somado a isso, o presente estudo também
possibilitou (iv) isolar e caracterizar microrganismos com capacidade de degradagdo de
hidrocarbonetos de petrdleo a partir de ensaios de bioprospeccdo utilizando o residuo de
perfuragdo de poco de petroleo. Apos a realizagdo de diferentes ensaios de biorremediagdo,
a bactéria Rhodococcus sp. foi selecionada com a melhor capacidade de degradagéo de
hidrocarbonetos presentes em petrdleo bruto. Andlises filogenéticas demonstraram que esta
¢ uma bactéria ainda ndo descrita na literatura, ressaltando ainda mais o seu potencial de

aplicacdo em ambientes contaminados com hidrocarbonetos.
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6 PERSPECTIVAS

O presente estudo levantou questdes importantes sobre a degradacdo de
hidrocarbonetos de petroleo por populacdes e isolados microbianos.

Quanto a utilizagdo de consorcios microbianos, € relevante realizar a avaliacdo de
vias de metabolismo de hidrocarbonetos especificos, presentes durante a interagdo de
diferentes gé€neros e espécies microbianas no decorrer das fases de degradagdo, bem como
a caracterizarizacdo dos compostos metabolicos produzidos. Ainda neste aspecto, andlises
de expressdo génica de enzimas importantes para os processos de degradag¢do devem ser
realizadas, através da quantificacdo por PCR em tempo real.

Quanto a utilizacdo de isolados microbianos, diversos aspectos necessitam ser
testados experimentalmente. Inicialmente, ¢ necessario compreender a cinética de
crescimento das células de Rhodococcus sp. durante os ensaios de degradacdo de
hidrocarbonetos alifaticos, através da contagem de unidades formadoras de colonia (CFU).
Isto auxiliard a compreender melhor em quais momentos as células bacterianas podem
estar atuando na mineralizagdo dos compostos testados. Além disso, a determinagdo do
perfil de biossurfactantes produzidos por Rhodococcus sp. se torna extremamente
necessdaria para elucidar os processos de degradacdo empregados pelo isolado, a qual pode
ser avaliada através de Cromatografia Liquida de Alto Desempenho acoplada a
Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo (UHPLC-HRMS). Nossos resultados também
sugerem que o microrganismo Rhodococcus sp. isolado neste trabalho pertence a uma nova
espécie do género, esta hipotese necessita ser confirmada por testes fenotipicos,
quimiotaxondmicos e moleculares. Além disso, como a utilizacdo desta bactéria para

degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos presentes no petréleo CasaBlanca foi
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comprovada, andlises de intera¢gdo com microrganismos capazes de degradar
hidrocarbonetos arométicos se tornam interessantes.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, tanto pelos consércios microbianos
quanto para o microrganismo selecionado, a avaliagdo da degradacdo de hidrocarbonetos
de petréleo em tratamentos de biorremedia¢do em larga escala se torna necessaria. Outro
fator importante ¢ a determinag@o da degradag@o de petréleos de diferentes origens. Estes
dois tipos de andlise combinados, podem demonstrar mais claramente as possiveis
aplicagdes dos consorcios produzidos e de Rhodococcus sp. em ambientes contaminados

com hidrocarbonetos de petréleo.
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8 APENDICES

Al. Arvore filogenética construida pelo método Maximum Parsimony.

a9 ,—Archaeuglnbus profundus
L Escherichia cali

a9 Rhodococeus ruber
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A2. Arvore filogenética construida pelo método Neighbor-joining.
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