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RESUMO 

O petróleo é  a  principal  força motriz  da indústria  e dos transportes,  é  um líquido
escuro, de composição variável, e rico em hidrocarbonetos. Uma amostra de petróleo pode
conter mais de vinte mil substâncias diferentes, parte delas tóxicas aos organismos e ao meio
ambiente, além de recalcitrantes.  A necessidade industrial faz com que os países explorem
regiões  ricas  em  biodiversidade,  expondo  os  ambientes  aos  riscos  envolvidos  durante  a
extração  e  o  transporte  para  refino,  do  óleo  bruto.  Tecnologias  que  reduzam  impactos
ambientais  por  derramamento  de  petróleo  a  baixo  custo  e  ambientalmente  amigáveis  são
fundamentais.   A Província  Petrolífera  de Urucu é  o maior  sítio  terrestre  de  extração de
petróleo no Brasil, pertencente à macrorregião de Coari, Amazonas. O objetivo deste trabalho
foi investigar se a resistência ao petróleo de Urucu pela linhagem de  Burkholderia gladioli
Coa14, isolada do Lago de Coari, pode ser um indicativo de seu potencial para utilização em
biorremediação.  Para  isto,  foram  realizadas  análises  químicas,  genômicas,  de  genômica
funcional e de genômica comparativa. Inicialmente, para testar a ação da bactéria sobre o
petróleo,  foi  realizado  um  experimento  onde  a  linhagem  foi  inoculada  em  Erlenmeyers
contendo meio Bushnell-Hass e petróleo à 5% (V/V) como fonte de carbono e energia, num
volume final de 100 mL. Os mesmos foram mantidos em shaker à 150 RPM e 37º C por 21
dias. Ao final do período, os meios foram centrifugados para retirada das células e extração do
óleo resultante. A extração do óleo do meio de cultura foi realizada com hexano e as fases
orgânicas diretamente analisadas por GC-MS (modo SIM) para monitoramento seletivo dos n-
alcanos. Como controle foram utilizados frascos e procedimentos nas mesmas condições, sem
o  inóculo.  A perda  por  manipulação  foi  estimada  extraindo-se  o  petróleo  de  frascos  na
condição dos controles, no tempo zero. A avaliação do crescimento foi estimada medindo-se a
densidade óptica de células obtidas a partir de 10 mL do meio e ressuspensas em NaCl a
0,85%. Em seguida, foi realizado o sequenciamento Illumina e a montagem do genoma até o
nível  de  draf.  A montagem  foi  seguida  da  anotação  e  investigação  dos  genes  presentes
relacionados  com  a  degradação  de  óleo  bruto,  assim  como  a  reconstrução  das  vias
metabólicas que possam ser utilizadas pelo microrganismo para este fim. Como análise final,
foram realizadas comparações entre o genoma da espécie em questão com outros da mesma
espécie,  assim  como  genomas  de  bactérias  de  espécies  diferentes  relacionadas  à
biorremediação  de petróleo e derivados, depositados publicamente no NCBI.  A linhagem
reduziu em 48% o volume de n-alcanos, enquanto sua densidade óptica aumentou de 1,0 a 2,2
em  21  dias,  indicando  possibilidade  para  utilização  da  mesma  em  estratégias  de
biorremediação.  A mesma  é  resistente  a  três  antibióticos  do  grupo  das  cefalosporinas  e
suscetível  a  outros  nove  relacionados  a  testes  para  bactérias  Gram  Negativas.  O
sequenciamento  revelou  um  genoma  com  tamanho  de  8,4  Mb  e  diversos  genes  /  vias
relacionados à degradação do petróleo. As análises comparativas revelaram semelhança em
termos de genes para início da degradação de substâncias recalcitrantes em relação à bactérias
da mesma espécie e superioridade em relação a outras reconhecidamente biorremediadoras.

Palavras-chave: petróleo, biorremediação,  Burkholderia gladioli Coa14, GC/MS, genômica,
genômica funcional, genômica comparativa.



ABSTRACT

The petroleum is the main motor force that drives industry and transportation, it is a
dark liquid, with variable composition and rich in hydrocarbons. A sample of oil can contain
more than twenty thousand different  substances,  some of them toxic to organisms, to  the
environment and recalcitrant. The industrial necessity forces the countries to explore regions
with hight biodiversity, exposing the environments to the risks involved during the extraction
and  transport  to  refine  the  crude  oil.  Thus,  low-cost  and  environmentally-friendly
technologies wich can reduce the petroleum spill impacts are critical. The Petroleum Province
of Urucu is the largest terrestrial site of oil extraction in Brazil, belonging to the macro region
of Coari, Amazonas. The objective of this work was to investigate whether the resistance to
Urucu oil  from the  Burkholderia  gladioli Coa14 strain  isolated  from Lake Coari  may be
indicative of its potential for use in bioremediation. For this, chemical analyzes, genomics,
functional genomics and comparative genomics were performed. Initially, to test the action of
the bacterium on the oil, an experiment was carried out where the lineage was inoculated in
Erlenmeyers containing Bushell-Hass medium and 5% (V/V) petroleum as carbon and energy
source, in a final volume of 100 ml. They were kept in shaker at 150 RPM and 37º C for 21
days.  At  the  end of  the period,  the media  were  centrifuged for  removal  of  the cells  and
extraction  of  the  resulting  oil.  This  was  performed  with  hexane  and  the  organic  phases
directly analyzed by GC-MS (SIM mode) for selective monitoring of  n-alkanes. As control,
flasks and procedures were used in the same conditions, without the inoculum. The loss by
manipulation was estimated by extracting the oil from flasks in the condition of the controls at
zero  time.  Growth  assessment  was  estimated  by  measuring  the  optical  density  of  cells
obtained  from  10  mL of  the  medium  and  resuspended  in  0.85%  NaCl.  Then,  Illumina
sequencing and assembly of the genome to the draf level was performed. The assembly was
followed by the annotation and investigation of the genes present related to the degradation of
crude oil, as well as the reconstruction of the metabolic pathways that can be used by the
microorganism for this  purpose.  As a final analysis,  comparisons were made between the
genome of the species in question with others of the same species, as well as genomes of
bacteria of different species related to oil bioremediation and derivatives deposited publicly in
NCBI. The strain reduced the volume of n-alkanes by 48% while its optical density increased
from 1.0 to 2.2 in 21 days, indicating the possibility of using it in bioremediation strategies. It
is resistant to three antibiotics in the cephalosporin group and susceptible to nine other related
tests for Gram Negative bacteria. Sequencing revealed a genome of 8.4 Mb in size and several
genes / pathways related to petroleum degradation. Comparative analyzes revealed similarity
in genes for the initiation of the recalcitrant substances degradation regarding to bacteria of
the same species and superiority in relation to other known bioremediators.

Key-words:  petroleum,  bioremediation,  Burkholderia  gladioli  Coa14, GC/MS,  genomic,

funcional genomic, comparative genomic. 
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1 – INTRODUÇÃO                                                                                                   

A biorremediação de ambientes contaminados com petróleo e seus derivados de maneira

econômica e ecologicamente viável é um desafio.  Antes que se encontre uma nova maneira de

mover os motores das indústrias e dos transportes, o petróleo continuará sendo a principal força

motriz mundial (SCHWARZ, 2007), levando desenvolvimento, qualidade de vida e, algumas vezes,

danos  aos  ecossistemas.  De todas  as  formas  de  produção  de  energia  conhecidas  atualmente,  o

petróleo é a mais importante  (FILHO, 2009).

O  petróleo  é  um  líquido  de  origem  natural  e  cor  escura,  variando  em  densidade  e

composição  química.  Basicamente  é  composto  por  hidrocarbonetos  de  cadeias  curtas,  médias,

longas,  lineares,  ramificadas  e  cíclicas.  Outros  átomos  podem estar  presentes,  como  oxigênio,

nitrogênio e enxofre (WANG e HUANG, 2003).

É produzido à partir da decomposição de matéria orgânica em condições anaeróbias, em

tempo geológico (HOOD et al., 1975). Esta mistura complexa costuma ser obtida em jazidas de

grande profundidade, na terra ou no mar. Assim sendo, sua utilização depende de tecnologias para

extração, transporte e refino.

Estimativas mais conservadoras indicam que as reservas petrolíferas mundiais devem durar

aproximadamente mais 100 anos. Durante este tempo todos os riscos ambientais envolvidos em sua

cadeia  produtiva  estarão  presentes  (PAINE et  al.,  1996;  SCHUCHARDT e  RIBEIRO,  2001;

GOLDEMBERG e LUCON, 2007).

Entre estes riscos, as principais ameaças relacionam-se ao seu transporte para refino e / ou

para a comercialização, armazenamento (DOWTY et al., 2001) e o vazamento de resíduos durante

sua utilização propriamente dita pelos motores a combustão, principais consumidores (HASSLER,

2011).

Após a segunda guerra mundial, os preços de produção do petróleo e seus derivados, entre

eles o óleo diesel, a gasolina e a querosene de aviação diminuíram. Esta diminuição  foi mediada

principalmente  pela  abertura  das  reservas  do  Golfo  Pérsico.  A  queda  de  preços  levou  ao

desenvolvimento industrial, ao aumento do consumo e a consolidação do óleo bruto como matriz

energética mundial (TENERELLI e WALKER, 1995).

Associados  com  a  extração  e  o  beneficiamento  estão  os  acidentes  ambientais,  que  já

derramaram milhões de barris de óleo bruto em diversos ambientes. O primeiro e um dos mais

importantes foi o do Navio Exxon Valdez, de onde vazaram mais de 250.000 barris de óleo no mar

do Alasca, em 1989 (BOEHM, 1998; PETTERSON, 2001).

No Brasil, onde o transporte do ponto de extração até o local de refino é feito principalmente
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por  navios  e  óleodutos,  pelo  menos  300  mil  litros  de  óleo  bruto  vazaram,  só  em  2007

(PETROBRAS, 2007). Convém salientar a desconfiança de que alguns derramamentos possam não

ser noticiados, principalmente quando ocorrem em regiões remotas e de difícil acesso.

Assim, é importante que se desenvolvam estratégias para a remoção destes produtos após o

vazamento e a limpeza do meio ambiente. Entre elas está a biorremediação, que se utiliza de seres

vivos capazes de sobreviver nas condições de contaminação, atuando sobre o poluente (HEAD e

SWANNEL, 1999).

Os principais organismos modelo na biorremediação são as bactérias, capazes de utilizar

xenobióticos como fonte de carbono e energia. É possível, por exemplo, a utilização da capacidade

degradadora de espécies bacterianas autóctones através do enriquecimento do substrato no local de

interesse, com nutrientes (NIKOLOPOULOU et al., 2013).

Outra estratégia conta com a introdução de microrganismos alóctones previamente isolados,

selecionados pela capacidade de consumo de hidrocarbonetos para crescimento e engenheirados

geneticamente (DAS e CHANDRAN, 2011).

O desafio da biorremediação de Petróleo é isolar / engenheirar geneticamente organismos

que  possam  sobreviver  utilizando  componentes  do  óleo  bruto,  mineralizando-os.  O  método

desenvolvido  pode  lançar  mão  de  abordagens  in  sito ou  ex  situ (TIMMIS e  PIEPPER,  1999;

PIEPER  e  REINEKE,  2000,  PERPETUO  et  al.,  2011),  ambas  contam  com  o  isolamento  de

microrganismos. 

Quanto maior a biodiversidade associada ao entorno de uma região de extração de petróleo,

maior deve ser a capacidade de resposta para redução de danos, sempre considerando o melhor

custo  benefício  possível.   Sem perspectiva  de  mudança  da  matriz  energética,  a  expectativa  de

consumo diário do petróleo no globo tem aumentado. Em 2016, o mundo consumia 85,3 milhões de

barris por dia. Mesmo com a queda no consumo entre os anos de 2008 e 2009, em 2017 foram

consumidos 97,8 milhões de barris  por dia,  e a perspectiva para 2018 era de 99,3  (SHARMA,

2018).

Com o aumento da demanda energética mundial, aumentam também os esforços para supri-

la  através da exploração dos subsolos continentais  e  marinhos (WEC, 2013),  além de áreas  de

grande biodiversidade associada, como na Amazônia (CORRÊA et al., 2011). 

A província petrolífera de Urucu, na região de Coari, Amazonas, é a maior base de extração

de petróleo terrestre no território brasileiro. Fica no coração da floresta Amazônica, de onde são

extraídos cerca de 40.000 barris de óleo bruto para refino em Manaus, diariamente (PETROBRAS,

2016).

Para o desenvolvimento de tecnologias de biorremediação, a mesma região biodiversa, alvo
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da preocupação ambiental,  pode ser  capaz de fornecer  organismos capazes  de serem utilizados

como  biorremediadores.  Diversos  trabalhos  demonstram  a  capacidade  local  de  degradação  de

petróleo em diferentes ambientes graças aos microrganismos autóctones (ATLAS, 1995; HUETTEL

e  RUSCH,  2000;  HAZEN  et  al.,  2010;  KARAMALIDIS  et  al.,  2010),  o  que  torna  regiões

biodiversas interessantes para bioprospecção.

Nestes  locais  é  comum  a  presença  de  bactérias  capazes  de  sobreviver  em  diferentes

condições. Neste grupo, o gênero Burkholderia se destaca em função de sua versatilidade, estando

associado  ao  uso  como  promotor  do  crescimento  de  plantas,  biocontrole,  e  biorremediação

(COENYE e VANDAMME, 2007;  VIAL et al., 2007 ; CUZZI et al., 2014). 

Recentemente,  a  genômica  tem  sido  uma  ferramente  importante  para  identificar  /

caracterizar microrganismos com capacidade para biorremediação de petróleo, identificando, em

nível gênico, potenciais para atuação sobre o óleo em estratégias de limpeza ambiental,  destacando-

os de outros que não apresentam tal potencial (BROOIJMANS et al., 2009).

O objetivo do presente trabalho foi investigar por meio de análises químicas e moleculares a

origem da capacidade de uma linhagem de  Burkholderia, isolada do lago de Coari, de resistir ao

petróleo de Urucu, para entender se esta propensão pode ser aproveitada no desenvolvimento de

tecnologias de biorremediação. 
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2 – REVISÃO DE LITERATURA

2.1 – PETRÓLEO E  TOXICIDADE

O petróleo é um recurso natural,  não renovável,  formado por uma mistura complexa de

compostos químicos classificados como: parafínicos, parafínicos-naftênicos, naftênicos, aromáticos

intermediários, aromáticos asfálticos e aromáticos naftênicos (TISSOT e WELTE, 1984). Uma só

amostra pode conter até 20.000 compostos diferentes (ALBERS, 2003; MARSHALL e RODGERS,

2004; SEABRA, 2008).

De acordo com a variação de densidade relativa, o petróleo é classificado utilizando-se uma

medida conhecida como grau API, ou API Gravity. Amostras com grau API > 10 são consideradas

leves e aquelas com grau API < 10 são mais densas e consideradas amostras de petróleo pesado

(KHAVARI-KHORASANI et al., 1998; THOMPSON, 1983; ZHANG e HUANG, 2005).

        Dois grupos de substâncias se destacam nas amostras de petróleo,  os  hidrocarbonetos

policíclicos  aromáticos  (PAHs)  e  os  n-alcanos,  que  fazem  parte  do  grupo  denominado  de

Hidrocarbonetos Totais do Petróleo (TPH, em ingês). São mais de cem compostos originados do

óleo crú, e recebem este nome graças aos principais átomos constituintes, carbono e hidrogênio

(UDHHS, 1999).

Insolúveis ou de baixa solubilidade em água, os PAHs persistem no meio ambiente devido a

presença de anéis aromáticos, acumulam-se na cadeia trófica e relacionam-se com mutagenicidade

(YAN et al., 2004; SOLÉ et al., 1996) e ao câncer (JUHASZ e NAIDU, 2000). O acúmulo através

de biomagnificação os torna componentes disponíveis na cadeia alimentar (McCAIN et al., 2011). 

Tamanha sua importância  como fonte de contaminação,  são considerados prioritários  no

monitoramento ambiental (BOJES e POPE, 2007). Dentre todas as variações possíveis, dezesseis

deles fazem parte de uma lista prioritária de monitoramento ambiental definida pela Agencia Norte-

americana de Proteção Ambiental (USEPA).  

São eles:  Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno, Fluoranteno, Benzo[a]antraceno,

Fenantreno,  Antraceno,  Pireno,  Benzo[g,h,i]perileno,  Benzo[a]pireno,  Benzo[b]fluoranteno,

Indeno[1,2,3-cd]pireno, Benzo[k]fluoranteno, Dibenzo[a,h]antraceno e o criseno (USEPA, 2007).

 Apesar  de muito tóxicos os PAHs não são o maior  grupo constituinte  nas  amostras  de

petróleo (WANG e FINGAS, 1995 ;WANG e FINGAS, 1997; PAMPANIN e SYDNES, 2013).

Menos tóxicos, porém mais abundantes nas amostras estão os n-alcanos. São hidrocarbonetos de

cadeia linear ou ramificada que se tornam menos solúveis em água com o aumento do tamanho
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destas cadeias (MABERY, 1924; ACC, 2017).

Uma revisão feita  pelo  American Chemistry Concil  (ACC, 2017) aponta diversos  riscos

associados a apenas três das centenas de n-alcanos diferentes, o decano (C10), undodecano (C11) e

dodecano (C12).  São relatados efeitos agudos, genotóxicos e citotóxicos a partir do contato com

pequenas quantidades destas substâncias.

As  razões  entre  PAHs e  n-alcanos  podem variar  em amostras  de petróleo  coletadas  em

diferentes locais, o que as define em termos de identidade regional (KISSIN, 1987; AKBAR et al.,

2009). Para diferentes tipos de óleos, diferentes estratégias de biorremediação podem ser adotadas. 

2.2 - O PETRÓLEO NA AMAZÔNIA BRASILEIRA

O Brasil está entre os principais produtores de petróleo no mundo, e também conta com a

exploração na Amazônia, mais especificamente na Bacia Petrolífera de Urucu, próxima das margens

do Rio Urucu, que pertence  a macrorregião da cidade de Coari. São quatro campos produtores,

sendo o principal deles o polo Arara, de onde a produção é escoada até o Terminal Aquaviário de

Coari via tubulações que atravessam corpos d'água (PETROBRAS, 2017).

Partindo do Terminal Aquaviário, o gás natural produzido segue até Manaus via gasoduto,

mas o petróleo é escoado através de navios petroleiros e / ou balsas, que seguem via Rio Solimões

em um trajeto de aproximadamente 350 Km, para refino em Manaus (ANP, 2016).

Em termos  industriais  este  óleo é  considerado leve,  com um grau API de 48,5.  É uma

mistura de hidrocarbonetos que não contém quantidades significativas de asfaltenos, estando restrita

principalmente  aos  n-alcanos,  naftalenos  e,  em  menor  grau,  os  hidrocarbonetos  policíclicos

aromáticos  (WANG et  al.,  2003).  Petróleos  com alta  classificação  API,  como  este,  são  muito

dispersíveis na água, o que acarreta maior dificuldade na sua retirada após algum vazamento.

A literatura cita  diversos  acidentes  envolvendo  pipelines  e /  ou navios de transporte  de

petróleo,  inclusive  na Amazônia.  Referida  com “Rainforest  Chernobyl”,  a  região  de  Cofán,  no

Equador,  sofre  até  hoje  as  consequências  da  exploração de  petróleo  pela  antiga  Texaco®,  hoje

Chevron®,  que  sob  a  perspectiva  da  “exploração  segura”  e  a  contragosto  da  população  local,

contaminou a floresta, envenenou os rios e escureceu o ar, de acordo com CEPEK (2012).

Esta empresa foi acusada por despejar, inadvertidamente, mais de 18 milhões de galões de

água utilizada para a extração de óleo bruto na floresta, em uma região próxima ao Lago Agrio. A

água injetada nos poços para a ejeção do óleo é chamada “água de produção”, considerada um

resíduo  potencialmente  contaminante,  oriundo  da  extração  petrolífera  (ZHOU  et  al.,  2012),  e

também deve ser biorremediada.
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Caso semelhante aconteceu na bacia do Rio Marañon, que é um afluente do Rio Amazonas,

quando o rompimento de um oleoduto contaminou os rios Chiriaco e Morona, no noroeste do Peru.

A empresa responsável, Petroperu®, informou o derramamento após rompimento de dois canos e o

vazamento de mais de 3.000 galões de petróleo nos rios supracitados (BOLONNUY, 2016).

Na Venezuela, as poucas informações dão conta de que o principal corpo d'água atingido

pela exploração de petróleo é o Lago Maracaibo, que sofreu contaminação devido ao rompimento

de oleodutos sob responsabilidade da empresa petrolífera estatal do país, registrada principalmente

à partir de dados de satélite (HU et al., 2003).

Existe pelo menos um relato importante de vazamento de óleo na reserva petrolífera de

Urucu, quando 55.000 litros de óleo bruto vazaram do poço Marta 4, atingindo um subafluente

deste mesmo rio (BRASIL, 2001).  

2.3 - AS BACTÉRIAS E AS TECNOLOGIAS PARA BIORREMEDIAÇÃO DO

PETRÓLEO

Como ciência, a Biorremediação possui, como uma de suas principais vertentes, aquela que

busca organismos que possuam a capacidade de sobreviver ao ambiente com petróleo e utilizá-lo

como fonte de energia e / ou de carbono, sem aumentar sua toxicidade. Trata-se de um conceito

conhecido como bioprospecção (PEIXOTO et al., 2008).

Resíduos de petróleo como n-alcanos e PAHs estão sujeitos a processos naturais que podem

levar a sua diminuição no ambiente após vazamentos, como a volatilização, a degradação química e

fotólise. Mas a degradação microbiana é a principal fonte de redução de danos (BAMPUS, 1989;

YUAN et al., 2001). 

Vários tipos  de microrganismos podem atuar em processos de biorremediação ou serem

utilizados em bioaumento, entre eles, fungos (BALLAMINUT e MATHEUS, 2007; ZAMANI et

al.,  2016),  protozoários  (REHMAN et  al.,  2005,  KACHIENG'A e  MOMBA, 2017)  e  bactérias

(ERIKSSON et al., 2002; ZHONGTANG e MOHN, 2003; RUBERTO et al., 2003; MIYATA et al.,

2004; BAYOUMI, 2009; YU et al., 2014; GKOREZIS et al., 2016). 

Entre os microrganismos, alguns gêneros de bactérias se destacam quanto a capacidade de

biorremediar contaminantes, entre eles:  Pseudomonas (KACZOREK et al.,  2012),  Acinetobacter

(FONDI  et  al.,  2013),  Azotobacter (GRADOVA,  2003),  Marinobacter (GAUTHIER,  1992),

Bacillus (RANYA et al., 2015) e Burkholderia (CHAILLAN et al., 2004).

 Em relação as características  morfotinturiais,  já  foram relacionadas  à  biorremediação de
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petróleo tanto bactérias Gram Positivas quanto Gram Negativas, mas Lãzãroaie (2010) sugere que

as colônias Gram Negativas são mais tolerantes a misturas de hidrocarbonetos saturados, mono e

poliaromáticos do que as Gram Positivas devido a indução de modificações celulares e moleculares

e ambos os tipos de colônias. 

Todas as tecnologias disponíveis precisam restabelecer o ambiente poluído seguindo alguns

preceitos básicos, entre eles: serem ambientalmente amigáveis (eco-friendly), o que significa que

não devem corrigir o problema do derramamento causando novos impactos ambientais e precisam

funcionar ao menor custo financeiro possível (SHUKLA et al., 2017). 

As tecnologias comuns para a biorremediação de petróleo são divididas como in situ (2.3.1 a

2.3.4) e ex situ (2.3.5 a 2.3.8):

2.3.1 – BIOVENTILAÇÃO (BIOVENTING)

Esta  técnica  consiste  em se  injetar  oxigênio  em zonas  de  insaturação  para  aumentar  a

biorremediação  através  do  aumento  das  atividades  dos  microrganismos  locais,  acentuando  a

transformação do poluente (Figura-1). Esta técnica é mais efetiva em pequenos  derramamentos,

onde pequena quantidade da coluna d'água é afetada (HÖHENER E PONSIN, 2014; FRUTOS et

al., 2010). 

Com esta  técnica,  Österreicher-Cunha et  al.  (2004) obtiveram uma maior  velocidade na

destoxificação  de  solos  contaminados  por  uma  mistura  de  etanol  e  gasolina  pelo  aumento  da

recuperação da microbiota impactada inicialmente e seu retorno para a condição inicial.

23

Figura 1 – Esquema ilustrativo da técnica da Bioventilação. Disponível em: <
http://www.oil-gasportal.com/remediation-of-hydrocarbon-contaminated-soils/
> Acesso em: novembro de 2018.  

http://www.oil-gasportal.com/remediation-of-hydrocarbon-contaminated-soils/


2.3.2 – BIOASPERSÃO (BIOSPARGING)

É uma técnica semelhante a bioventilação, quando gases, principalmente o oxigênio, são

injetados  no  sistema.  A  principal  diferença  é  que  esta  injeção  é  feita  em  zonas  de  maior

profundidade, onde há mais saturação pelo contaminante. A ideia deste tratamento é promover uma

ascensão dos contaminantes, principalmente os voláteis, até a superfície, de forma que possam ser

acessados pelas comunidades microbianas (KAO et al., 2008).

A injeção  em camadas  mais  profundas  produz  um deslocamento  dos  poluentes  de  uma

região  anaeróbica  para  outra  aeróbica  (Figura-2).  Os  compostos  mudam de  posição  na  coluna

d'água,  deixando de ser acessados pelo conjunto de microrganismos anaeróbios e passam a ser

acessados pelo grupo dos aeróbios. A biorremediação é atingida quando se expõem os componentes

a diferentes extratos de organismos e pela volatilização (PHILP e ATLAS, 2005).

2.3.3 – BIOESTIMULAÇÃO (BIOSTIMULATION)

Esta  técnica  propicia  o aumento  da  biodegradação utilizando a  microbiota  local  através

estímulo provocado enriquecendo-se o substrato com nutrientes orgânicos e / ou inorgânicos. 

A  taxa  de  nitrogênio,  por  exemplo,  costuma  decair  mais  rapidamente  em  ambientes

contaminados devido a alta demanda metabólica, necessária para a quebra das moléculas agressora.

Atagana, em 2008, conseguiu remover 100% de hidrocarbonetos de um e dois anéis de uma amostra

contaminada com 38.000 mg /  Kg de  Hidrocarbonetos  Totais  de  Petróleo  (PTH) em 570 dias
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Figura 2 – Esquema ilustrativo da técnica da Bioaspersão. Disponível em: 
<https://bioclearearth.com/techniques/biosparging> Acesso em: novembro de 
2018. 



adicionando ao meio uma mistura de serragem de madeira e esgoto.

Dadrasnia e Agamuthu (2013) conseguiram uma redução de até 82% nos TPH com a adição

de uma mistura de farelo de soja, folhas de chá e casca de batatas em ambiente contaminado com

diesel em um período de 126 dias. A contaminação passava de 100.000 mg / kg. 

Outros  estudos  se  utilizam  do  enriquecimento  por  NPK,  técnica  aplicada  em  solos

contaminados e / ou aqueles que recebem os poluentes em processos de biorremediação  ex sito,

discutidos mais adiante (KA et al., 2001; CHOROM et al., 2010).

A razão de C/N/P considerada comum para experimentos de degradação de hidrocarbonetos

em solo é de aproximadamente 100/10/1 (BOUCHEZ et al.,  1995),  mas Vidali  (2001) estimou

valores de 50/14/3 em bactérias crescidas em meio enriquecido e com uma fonte de carbono com

fácil  metabolização.  Estes  valores  são  bem  menores  em  condições  naturais,  onde  ocorrem

derramamentos.

2.3.4 – BIOAUMENTO (BIOAUGMENTATION)

Considerando que as populações autóctones nem sempre possuem capacidade para degradar

a  ampla  gama de substâncias  após  contaminação com compostos  complexos,  como o petróleo,

pode-se optar pela técnica de adição de microrganismos isolados e previamente cultivados ao sítio

poluído, técnica conhecida como Bioaumento. A mudança das condições ambientais produzida pela

contaminação por si só também pode colocar as comunidades locais sob estresse, dificultando a

recuperação (LEAHY e COLWELL, 1990).

Colônias  de  microrganismos  já  foram  utilizadas  com  sucesso  em  estratégias  de

biorremediação por Bioaumento para degradação de PAHs, destacando-se Streptomices  sp (XU et

al.,  2015),  Paracoccus  denitrificans  (ZHU  et  al.,  2015),  Arthrobacter sp  (SHI  et  al.,  2015),

Bacillus  thuringensis e  Burkolderia  pseudomallei  (BURAIMOH et  al.,  2017).  A  revisão

bibliográfica não encontrou evidências  da utilização da  espécie  Burkholderia gladioli para  esta

técnica. 

Apesar das técnicas de biorremediação in situ se mostrarem mais baratas e não produzirem

modificações  ecológicas  no  local  (salvo  no  caso  do  Bioaumento utilizando  organismos  não

indígenas),  nestas  técnicas  é  inviável  /  impossível  o  controle  de  variáveis  importantes  para  a

velocidade  de  descontaminação,  como  temperatura,  pH,  concentração  de  nutrientes  e  relações

ecológicas, como competição, infecções virais e predação. 

Este tipo de controle pode ser alcançado quanto se opta por compartimentalizar o ambiente
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onde o processo biorremediador deve ocorrer, como é o caso das tecnologias de biorremediação ex

situ.  Ainda é possível a associação de técnicas como Bioestímulo e Bioaumento para melhores

resultados. Lin et al. (2010) fizeram esta associação, utilizando blends de Gordonia alkanivorans e

Rhodococcus erythropolis para biorremediação de óleo diesel e obtiveram boas taxas de redução

dos contaminantes.

2.3.5 – BIOPILHA (BIOPILE)

Envolve a retirada de solo do local contaminado e seu acúmulo em camadas nas quais se

possam controlar a umidade, a aeração e a adição de nutrientes (WHELAN et al., 2015). Pode-se

ainda adicionar microrganismos na  Biopilha, sendo os mesmos endógenos, porém cultivados em

outro local, ou exógenos (Figura-3).

 

Genovese  et  al.  (2008),  utilizaram  inóculos  de  Pseudomonas  putida,  Acinetobacter

Johnsonii e  Rhodococus erythropolis associadas a Biopilha e ao Bioestímulo para degradação de

BTEX, obtendo remoção de 90% dos hidrocarbonetos ao longo de 15 dias de tratamento.

2.3.6 – WINDROWS

Consiste em depositar o material que deve ser biorremediado em solo agrupado, semelhante

à  técnica  anterior.  Porém,  aqui  o  depósito  é  feito  na  forma  de  leiras  paralelas,  que  são

periodicamente  revolvidas  para que se aporte  oxigênio e  água.  O objetivo  é  que se melhore a
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Figura 3 – Esquema ilustrativo da técnica da Biopilha. Disponível em: 
<http://www.dh3321.com/en/business/soil_remediation_tech.html> Acesso em: 
novembro de 2018.  



condição dos microrganismos responsáveis pela biorremediação (BARR, 2002).

Nesta  metodologia  o  solo  pode  ser  cultivado  com  inóculos  de  bactérias  ou  consórcios

bacterianos selecionados de acordo com o alvo da biorremediação (FOGHT, 1998;  ZHOU et al.,

2012; WANG et al., 2015). São associações de técnicas como Windrows e Bioaumento, por exemplo

(JORGENSEN et al., 2000; STALLWOOD et al., 2005).

2.3.7 – BIORREATOR (BIOREACTOR)

Um Biorreator é um compartimento onde ocorrerão reações mediadas por organismos vivos.

Neste caso bactérias biorremediadoras,  especificamente para hidrocarbonetos de petróleo.  É um

preceito nesta metodologia que as transformações sofridas sejam compartimentalizadas, ocorram

em etapas e sejam “rastreáveis” (CHIKERE et al., 2012).

A principal vantagem desta abordagem é a capacidade de controle de diversos parâmetros

associados  ao  bioprocesso,  como  temperatura,  aeração,  umidade,  agitação,  disponibilidade  do

poluente,  concentração  do  inóculo,  pH  e  nutrientes  (Figura-4).  Com  o  ajuste  destes  fatores,

aumenta-se a velocidade da biorremediação e diminui-se o tempo.

Biorreatores foram utilizados com sucesso para tratamento de petróleo bruto e / ou derivados

por Chikere et al. (2016), Bhattacharya et al. (2015), Firmino et al. (2015), Saravanan et al. (2015) e

Xu et al. (2015).

Uma das principais vantagens dos biorreatores é que podem ser associados com organismos

geneticamente modificados, que podem ser destruídos sem risco de liberação para o meio ambiente,
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Figura 4 – Esquema ilustrativo de um  Biorreator. Disponível em: 
<https://www.slideshare.net/deyasetty/bioreactors-71781761> Acesso em: 
novembro de 2018.  



ou com risco baixo por tratar-se de um compartimento fechado, evitando o escape gênico.

2.3.8 – LANDFARMING

Esta é uma das técnicas de biorremediação  ex situ mais custo efetiva disponível,  possui

baixa complexidade em termos de equipamentos e, apesar de estar sendo elencada a este grupo de

técnicas, também pode ser considerada como biorremediação in situ. Quando ocorre a penetração

do poluente em menos de 1,7 metros de profundidade, o tratamento é realizado no local (PAUDYN

et al., 2008).

Este termo nomeia um método onde o poluente é depositado sobre o solo, que é revolvido

periodicamente  para  manutenção  da  aeração  e,  consequentemente,  o  desenvolvimento  de

microrganismos autóctones e / ou adicionados. Esta metodologia pode ser associada ao Bioaumento

e ao Bioestímulo (SILVA-CASTRO et al., 2012).

Landfarming  está  associada com biorremediação de derivados de petróleo em diferentes

locais e com diferentes condições climáticas, sozinha ou associada com outras técnicas (MAILA e

CLOETE, 2004; BROWN et al., 2017).

2.4 – PATENTES EM BIOREMEDIAÇÃO DE PETRÓLEO

Todas as técnicas citadas anteriormente não são novidade no campo da biorremediação, mas

inovações  sempre  tem  surgido  nesta  área,  dando  origem  a  patentes,  propriedade  intelectual,

desenvolvimento tecnológico, lucro e proteção ao meio ambiente.
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Figura 5 – Esquema ilustrativo da técnica da Landfarming. Disponível em: 
<https://www.epa.nsw.gov.au/-/media/epa/corporate.site/resources/clm/140323landfarmbpn.

pdf> Acesso em: novembro de 2018.  



Uma simples busca utilizando o motor de busca  Google PatentsTM pelo termo “petroleum

biorremediation” retorna mais de 7.000 resultados. A análise de todas as entradas seria difícil em

um  curto  período  de  tempo,  mas  muitas  delas  possuem  termos  como  “bacteria”,  “degrading

bacteria”, “bacteria consortium”, “biosurfactants”, “fertilizer” e “biopreparation”.

Cho  et  al.  (2002)  isolaram  uma  linhagem  de  Stenotrophomonas  maltophilia de  solos

contaminados  com óleo,  identificaram as  frações  de  hidrocarbonetos  que  a  mesma é  capaz  de

degradar e desenvolveram um método onde células cultivadas são utilizadas na forma líquida ou em

pó para biorremediação de óleo crú e derivados. Previamente ao desenvolvimento da  patente, a

linhagem foi identificada como nova dentro da espécie.

Os mesmo autor propôs outra patente com uma espécie de Burkholderia cepacia utilizando

o mesmo enfoque, descrevendo a linhagem como nova e extremamente capaz de degradar PAHs de

alto  peso molecular,  como o pireno,  por  exemplo e  também de baixo peso  molecular,  como o

fenantreno (CHO et al., 2003).

Uma patente  foi  desenvolvida  por  Xu et  al.  (2015) ao provarem que uma linhagem de

Mycobacterium sp. é capaz de crescer em óleo bruto e diminuir a quantidade do contaminante em

71,4% após 18 dias de exposição em meio de cultura simples e temperaturas entre 5 e 15 °C.

Ao  contrário  de  linagens  isoladas,  tecnologias  desenvolvidas  utilizando  associação  de

diferentes  espécies  em  consórcios  prometem  ser  capazes  de  atuar  em  diferentes  extratos  do

contaminante,  ou  ainda  em  frações  de  difícil  acesso  por  linhagens  isoladas,  graças  à  grande

complexidade química.

Kumar et al. (2009) patentearam uma invenção que se utiliza de três microrganismos sendo

duas linhagens de Pseudomonas putida e uma linhagem de Pseudomonas fulva em associação com

a técnica da biopilha.  De acordo com os autores, atinge-se a degradação entre 75% e 90% dos

hidrocarbonetos totais de petróleo em 30 dias. 

Uma outra vertente no desenvolvimento de patentes em biorremediação de petróleo é aquela

que produz materiais compostos, dos quais fazem parte linhagens de microrganismos. 

É o  caso,  por  exemplo,  da  patente  US20130196420 (MATHIS,  2013)  que  se  utiliza  de

madeira infectada por besouros de uma entre diferentes espécies de Pinus, juntamente com uma

entre várias espécies bacterianas presentes no inseto, associada ao enriquecimento por minerais para

biodegradação de n-alcanos de petróleo. 

Além da aplicação da colônia propriamente dita, existem patentes associadas com derivados

das  células,  como no caso da patente  número  US20090325271A1 de  Upreti  et  al.  (2006),  que

isolaram  biossurfactantes  de  um  consórcio  bacteriano,  para  a  utilização  em  seu  método  de

tratamento bio-assistido para hidrocarbonetos, em solos contaminados por óleo bruto.
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Todas as técnicas citadas anteriormente podem ser associadas ao processo de Bioaumento, o

que  torna  necessário  o  conhecimento  de  linhagens  que  possam atuar  em diferentes  frações  do

petróleo.  Dentre diferentes microrganismos, as bactérias são os mais versáteis  para este tipo de

utilização devido a  características como: fácil  cultivo,  crescimento rápido em condições de pré

inoculação e versatilidade genético-bioquímica. O gênero Burkholderia faz parte deste grupo.

2.5 – O GÊNERO BURKHOLDERIA

O  gênero  Burkholderia,  subfilo  β-proteobacteria,  compreende  bactérias  com  genomas

complexos e grande diversidade ecológica, comuns em solos e raízes de plantas. Já existem, pelo

menos,  100 espécies  descritas (O'SULLIVAN e  MAHENTHIRALINGAM, 2005).  Ao longo do

tempo, a medida que novas espécies são descritas, é aparente o destaque deste grupo em relação  ao

potencial  biotecnológico  graças  a  produção  de  enzimas  hidrolíticas,  compostos  bioativos  e  a

capacidade para degradar compostos recalcitrantes (EBERL e VANDAMME, 2016).  

Trata-se de um dos grupos de bactérias mais versáteis quanto à capacidade de degradação de

componentes petróleo (URBANCE et al.,  2003).  Esta versatilidade é explicada por dois fatores

principais, o genoma robusto, chegando a atingir mais de 9 Mb na forma de múltiplos replicons e

arranjos de sequências de inserção capazes de produzir grande plasticidade e maior capacidade de

adaptação (LESSIE et al., 1996; NIERMAN et al., 2004). 

São descritas diversas cepas deste gênero capazes de degradar compostos de petróleo e / ou

relacionados, entre eles o bifenil e o benzoato (DENEF et al., 2004), fenantreno (BALASHOVA et

al.,  1999),  naftaleno  (KANG  et  al.,  2003),  pireno  (DENG  et  al.,  2012)  e  o  benzoantraceno

(JUHASZ et al., 1997).

Tais organismos são capazes de sobreviver em ambientes contaminados, em detrimento a

outras espécies de bactérias, devido a um repertório genético desenvolvido ao longo do processo

evolutivo.  O  contato  prévio  com  substâncias  de  complexidade  semelhante  pode  explicar  esta

capacidade.

2.6 - GENES DE DEGRADAÇÃO DE COMPONENTES DE PETRÓLEO

Uma vez que algumas linhagens bacterianas podem possuir capacidade de sobrevivência e

desenvolvimento em um ambiente hostil (STOPNISEK et al., 2016), como aquele produzido pelo

derramamento de petróleo, espera-se que estas possuam um repertório gênico e, consequentemente,
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vias metabólicas diferenciadas.

Qualquer  gene  utilizável  para  biorremediação  de  componentes  de  petróleo  deve  estar

presente: no genoma principal bacteriano (referido também como cromossoma bacteriano), sozinho;

ou em operons; ou em um genoma extra cromossomal, denominado plasmídio. É comum que estes

genes,  quando em sequência,  sejam flanqueados  por  elementos  de  transposição,  o  que  confere

capacidade de transferência horizontal (NYYSSÖNEN, 2009).

Plasmídios estão relacionados com genes para degradação de benzeno (TAN e MASON,

1990), naftaleno (BORONIN et al.,  1980, DUN e GUNSALUS, 1973), fenol (HERMAN et al.,

1987), salicilato, (GUNSALUS et al., 1982) e tolueno (WILLIAN e WORSEY, 1976; TSUDA e

LINO, 1987), com variações de tamanho entre 83 e 117 kb.

A linhagem  Pseudomonas  putida F1  é  capaz  de  oxidar  o  tolueno  por  meiodele  de  um

sistema multienzimático conhecido como tolueno dioxygenase. Este sistema possui funcionamento

coordenado,  sendo  interrompido  em mutantes  por  perda  de  função  para  qualquer  um de  seus

componentes (ZYLSTRA et al., 1988).

Este comportamento é comum quando os genes para a via de degradação estão organizados

em sequência, sendo ativados ou desativados em conjunto. Gibson e Kallio (1968) descreveram

pela primeira vez este sistema em Pseudomonas putida F1, denominando-o de operon tod.

Em  Pseudomonas  putida  GP01 foi  descrita  a  presença  do  operon  alkBAC associado  ao

plasmídio OCT. Este operon foi relacionado a degradação de n-alcanos de cadeias C5  a C14, possui

sete genes (alkBFGHJKL) e um lócus regulador, o alkR (FENNEWALD et al., 1979; EGGINK et

al., 1988; KOK et al., 1989; van BEILEN et al., 1992).

A mobilidade destas organizações gênicas entre o cromossomo principal bacteriano e os

plasmídios, assim como sua transmissão horizontal está associada com a presença de elementos de

transposição, ou transposons (TAN, 1999). Um dos plasmídios mais conhecidos relacionados  com

a degradação de componentes de petróleo é o TOL pWW0 (KASAI et al., 2001). Ele possui um

operon com genes para biorremediação de tolueno e xileno pela via do catecol. Este plasmídeo

possui regiões transponíveis que flanqueiam toda a cadeia gênica. Entre os genes envolvidos na

capacidade transpositora estão tnpA, tnpS e tnpT (BURLAGE et al., 1989).   

Eventos como mutações de ponto, rearranjos (entre eles, inserções, deleções, duplicações e

inversões), recombinação e tranposição podem produzir rotas catabólicas nunca antes descritas (van

der MEER et al., 1992). 

Além dos tipos de organização gênica supracitados,  genes relacionados a  degradação de

hidrocarbonetos isolados também podem ocorrer de forma dispersa no(s) cromossomo(s) central(is)

bacteriano(s). 
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A capacidade  de  crescimento  em meio  contendo  n-alcanos  característicos  do  petróleo  é

conferida, por exemplo, pelos genes do sistema alcano hidrolases (van BEILEN et al., 2002),   e

quando o naftaleno é a fonte de carbono, pelo sistema naftaleno dioxigenase (FUENMAYOR et al.,

1998). Um destes genes é o  alkB, considerado importante na degradação de n-alcanos de cadeia

curta,  devido  a  sua  abundancia  em  colônias  que  degradam  estes  compostos  (VOMBERG  e

KLINNER, 2000).

Uma das principais vias  de degradação aeróbica para os HPAs é baseada na oxidação dos

anéis aromáticos e posterior quebra dos metabólicos resultantes, preferencialmente até dióxido de

carbono. As principais enzimas envolvidas são as dioxigenases e, eventualmente monoxigenases,

como a citocromo P450 monoxigenase (MUELLER et al., 1997). Uma dioxigenase importante para

a degradação do fenantreno é codificada pelo gene nahAc (MARLOWE et al., 2002).

O HPA é degradado pelas enzimas anteriores até cis-Diidrodiol, desidrogenado até o catecol,

que  é  quebrado  em  ácido  cis-Mucônico  ou  a  2-semialdeído-hidroximucônico,  em  condições

aeróbicas (CERNIGLIA, 1992), são os genes que produzem a rota conhecida como via do catecol. 

Muitas vezes, antes da degradação propriamente dita, a biodisponibilidade do poluente é

aumentada por biossurfactantes, moléculas capazes de imobilizar os poluentes de forma a torná-los

acessíveis para os microrganismos degradadores (NEU, 1996). Os produtos dos genes  rhlB,  sfp,

sfp0, srfA, cumprem esta função (MATHIYAZHAGAN, 2011; SEKHON, et al., 2011).   

2.7  -  GENÔMICA  FUNCIONAL  E  COMPARATIVA  APLICADAS

BIORREMEDIAÇÃO 

 Apesar de todos os esforços, parece que a metodologia principal utilizada na correção de

danos causados por contaminação de petróleo ainda continua sendo baseada na estratégia conhecida

como “muck, suck and truck”, ou seja, suje, succione e leve embora (SINGH e WARD, 2004). 

Esta estratégia não consegue despoluir totalmente o ambiente, principalmente no caso de

derramamento de petróleo com alto grau API. Novas tecnologias, como o uso de  skimmers, por

exemplo, atingem taxas de 15% de retirada do óleo, barragens artificiais chegam a atingir 95%

(COOLBAUGH e CHOPRA, 2017). Ou seja, na melhor das hipóteses, 5% do contaminante ainda

permanece na coluna d'água.

Com o advento e popularização do sequenciamento de nova geração / alto rendimento, a

geração  de  grande  quantidade  de  dados  sobre  o  genoma,  a  investigação  dos  genes  que  um

organismo possui e a predição das possíveis vias metabólicas que são executáveis já é possível em
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um período relativamente curto de tempo. Pode-se, inclusive,  relacionar a abundância de genes

presentes no genoma e o possível potencial para biorremediação (SCHNEEGURT et al., 1998).

Existem vários organismos com o genoma sequenciado disponíveis para consulta no banco

de  dados  Genome do  NCBI  e  que  são  importantes  para  a  biorremediação,  entre  eles

Rhodopseudomonas palustris (GIBSON e HARWOOD, 2002), Dechloromonas aromatic (COATES

et  al.,  1999),  Desulfovibrio  vulgaris  (HEIDELBERG  et  al.,  2004),    Deinococus  radiodurans

(MAKAROVA et al., 2001),  Pseudomonas putida (NELSON et al., 2002)  Burkholderia sp   SJ98

(KUMAR et al., 2013). 

Através  do  sequenciamento  obtém-se  dados  como:  tamanho  total  do  genoma,  regiões

espaçadoras,  número de genes preditos,  genes  homólogos,  famílias  de genes,   genes  ainda não

descritos, sequências de inserção, presença de plasmídios, operons e regiões reguladoras (MATH et

al., 2012). 

Genes e vias envolvidos nos processos degradação e adaptação aos xenobióticos podem

ocorrer  fora  do  genoma principal,  nos  plasmídios,  moléculas  facilmente  herdáveis  horizontal  e

verticalmente  entre  as  bactérias  (CUEVA-MÉNDEZ e  PIMENTEL,  2007).  A troca  de  material

genético  intra  e  interespecificamente   produz capacidade  adaptativa  local  (NESATY  e SUTER,

2008).

Análises  de  genômica  comparativa  podem  esclarecer  dúvidas  em  relação  ao  padrão

evolutivo de uma determinada espécie quando comparado com outras. Em seres unicelulares com

genomas simples e grande potencial  biotecnológico,  como as bactérias, este tipo de abordagem

pode evidenciar a presença de sequências únicas, bem como padrões de rearranjos de DNA que

podem não ser encontrados em outros locais.

Diferentes fenótipos podem ser atribuídos para uma mesma espécie bacteriana em relação a

capacidade de degradação de xenobióticos, dependendo do local onde ela for coletada, o que reflete

especificidade  local.  Foi  o  que  ocorreu  com  Nayak  et  al.  (2011)  e  Patel  et  al.  (2012),  que

encontraram a capacidade de degradação de criseno e fenantreno, respectivamente em linagens de

Pseudoxantomonas sp., coletadas em locais diferentes. 

Pathak et  al.  (2013) conseguiram demonstrar a presença de grupos de genes catabólicos

relacionados com a degradação de  naftaleno, fenantreno, antraceno e benzo-a-pireno, a partir de

um rascunho do genoma sequenciado e anotado de Rhodococus opacus, na tentativa de elucidar seu

potencial metabólico.

Quando estes genes estão flanqueados por elementos genéticos associados a mobilidade,

como transposons e / ou sequências de bacteriófagos, formam-se as Ilhas Genômicas (GI). Neste

tipo de organização, fenótipos associados a estes grupos de genes são transferidos horizontalmente,
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sendo associados a evolução e plasticidade genômica (SCHIMIDT e HENSEL, 2004).

Gaillard et al. (2006) encontraram Ilhas Genômicas com genes relacionados  a degradação

de  compostos  aromáticos  como  4-clorocatecol  e  2-aminofenol.  Estas  aglomerações  gênicas

possuem genes para várias oxigenases, enzimas primordiais no início das vias de quebra de PAHs,

por exemplo. 
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3 - OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

-  Caracterizar em nível genômico a linhagem de  Burkholderia gladioli isolada do Lago de Coari

com enfoque em sua capacidade de degradar componentes de petróleo, além da investigação de sua

ação sobre o petróleo de Urucu.

3.2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS

- Caracterizar sistematicamente a linhagem ao nível de espécie.

- Avaliar a resistência aos antibióticos através de antibiograma.

- Analisar a capacidade de degradação dos n-alcanos do petróleo de Urucu utilizando Cromatografia

Gasosa associada a Espectrometria de Massas.

- Sequenciar, montar e anotar o genoma.

- Identificar os potenciais  genes /  vias envolvidas no processo de degradação de compostos do

petróleo.

- Comparar o genoma montado com espécies importantes para biorremediação de óleo bruto em

busca características únicas.
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4 - MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 - LOCAL DA COLETA 

O Lago  de  Coari  (Figura  6)  é  um corpo  d'água  localizado  na  margem direita  do  Rio

Solimões, e possui em suas margens a cidade de Coari, com aproximadamente 75.000 habitantes,

distante 360 Km da capital do estado, Manaus.

    
Como outros lagos amazônicos, possui águas pretas e atividade antrópica, principalmente  a

navegação. Sua área é de 624 km2 e seus afluentes são os Rios Coari, Urucu e Arauá (CARMO,

2010). Um de seus afluentes é rota de passagem para escoamento da produção petrolífera da Base

Operacional Geólogo Pedro Moura (BOGPM), conhecida como Base Petrolífera de Urucu (Figura

7), através um oleoduto.

Trata-se  do  oleoduto  Rio  Solimões,  formado  por  2  dutos  de  281  km  cada,  que  faz  o

escoamento  de  petróleo  e  gás  extraído  pela  PETROBRÁS  da  UPGN-Urucu  (Figura  7)  até  o

Terminal Aquaviário de Coari, operado pela Transpetro (sua subsidiária). Cada duto possui 10 e 14

polegadas, respectivamente, que atravessam o Rio Urucu. De lá o petróleo segue até a Refinaria

Issac Sabbá (REMAN) na cidade de Manaus, através de navios tanque e / ou balsas. A distância

entre a UPGN-Urucu e a cidade de Coari é de aproximadamente 600 km (Figura 8).
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Figura 6 – Imagem de satélite do lago de Coari. Fonte: Imagens Google®.  



 

   

        

4.2 - COLETA

No ano de 2014, foram realizadas coletas de água no Lago de Coari, nas proximidades do

oleoduto ORSE I, através do mergulho de recipientes plásticos estéreis (ALEXANDER et al., 2008)

ao longo da coluna d'água, em pontos diferentes, até que se atingissem volumes de 2 L em cada
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Figura 7 – Unidade Produtora de Petróleo de Gás Natural da Petrobras em 
Urucu. Fonte: Imagens Google®.  

Figura 8 -  Imagem de satélite relacionando com indicativo da localização da 
Base de Urucu (Ponto A) em relação à Cidade de Coari (Ponto B), onde se 
encontra o Terminal Aquaviário de Coari. Fonte: Imagens Google®.  



recipiente. 

Todos os frascos plásticos foram esterilizados anteriormente a coleta segundo Alexander et

al. (2008) e os pontos de coleta georreferenciados através de sistema de GPS.  Todo o protocolo de

coleta e isolamento foi realizado segundo os trabalhos de  Da Costa (2004),  Alexander (1999) e

Pellizari (1995), com adaptações.

Logo  após  a  coleta,  o  material  foi  conduzido  sob  refrigeração  até  as  dependências  do

Laboratório  de  Microbiologia  do  Instituto  de  Saúde  e  Biotecnologia  de  Coari  (ISB-Coari),

homogeneizado  em  frasco  estéril  e  dividido  em  duas  amostras,  uma  delas  utilizada  para  o

isolamento e outra estocada em freezer.

Colônias  resistentes  ao  petróleo  de  Urucu  foram  isoladas  a  partir  de  experimentos  de

enriquecimento de cultura realizados por Cardenes (2014). Uma delas foi gentilmente cedida pelo

Prof. Dr. Josemar Gurgel da Costa para realização deste trabalho. 

      

4.3 – CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E GRAM 

A  morfologia  da  colônia  foi  determinada  utilizando  microscopia  estereoscópica  com

aumento de 40X e microscopia fotônica de luz com aumento de 1000x (BREAKWELL et  al.,

2007). Foram considerados critérios como: tamanho da colônia, forma, elevação, bordos, estrutura,

brilho, cor e aspecto, além de gram químico e da coloração de Gram.

4.3.1 - GRAM QUÍMICO 

A metodologia denominada “Gram Químico” é baseada na ruptura da célula pelo KOH a 3%

e liberação do conteúdo celular, que só ocorre com bactérias Gram Negativas, classificada como

reação positiva  quando se observa  a  formação de  fios  viscosos  pela  movimentação da alça  de

inoculação em contado com a colônia (BUCK, 1982).

Para realização deste procedimento, foi dispensada uma gota de KOH a3% em uma lâmina

de microscopia,  seguido da coleta  parcial  de uma colônia crescida em meio LB por 24 com o

auxílio  de uma ponteira para micropipeta  P100. A colônia foi espalhada sobre a gota de KOH

através de movimentos circulares, por 30 segundos.

Após  este  tempo,  foram realizados  movimentos  onde  uma  ponteira  de  micropipeta  era

tocada na placa na região onde a colônia havia sido espalhada seguido de movimentos up and down

de cerca de 10 mm para a observação da formação ou não de fios viscosos, indicativo do caráter

Gram Negativo, ou a ausência da formação dos mesmos, indicativo do caráter Gram Positivo.
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4.3.2 - COLORAÇÃO DE GRAM

Como confirmação do Gram Químico foi realizada a Coloração de Gram,  de acordo com

Mahon e  Manuselis  (1997),  quando células  obtidas  a  partir  de  cultura  líquida  de  24  horas  de

crescimento foram espalhadas em lâminas para microscopia limpas, fixadas através de aquecimento

brando em bico de Bunsen e cobertas com o corante Violeta de Genciana por 1 minuto.

Após este tempo, a lâmina com as células fixadas foi lavada brandamente em um filme de

água corrente para a retirada do Cristal Violeta e coberta em seguida com lugol fraco por 1 minuto.

O lugol foi então retirado da lâmina através da adição de uma solução descolorante  baseada em

álcool e acetona até que o líquido se tornasse incolor.

A solução de álcool e acetona foi retirada lavando-se novamente a lâmina em água corrente,

sendo a mesma coberta em seguida por uma solução de Fucsina de Gram, por 60 segundos. Passado

este tempo, a lâmina foi lavada em água corrente pela última vez e deixada inclinada para secar.

Uma vez seca, foi realizada a análise celular em microscópio fotônico de luz marca Zeiss®

utilizando um aumento total de 1000 X. Esta análise considerou células bacterianas coradas em tons

de azul como bactérias Gram Positivas e células coradas em tons de rosa como Bactérias Gram

Negativas. 

4.4 - TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIBIÓTICOS

Foi  realizado  um  teste  de  sensibilidade  a  antibióticos,  ou  antibiograma,  objetivando

investigar a adequação da espécie as condições de biossegurança locais. Para isto, uma amostra foi

coletada de uma placa de Petri após 24 horas de crescimento com auxílio de uma alça de inoculação

e  inoculada  em  meio  líquido  LB  Himedia®.  Após  24  horas  de  crescimento,  foi  realizado  o

isolamento de células por centrifugação seguida de diluição da suspensão celular em solução salina

a 0,8 % em tubo de ensaio a uma absorbância de 0,1 a 625 nm.  

Após a diluição, foi coletada uma alíquota através do mergulho de um swab no interior do

tubo e retirada do excesso de líquido, todo o procedimento foi realizado em cabine de fluxo laminar.

O coletado foi espalhado em Placas de Petri contendo meio Müller-Hilton (Difco®) através

do toque do swab umedecido com a solução salina seguido da cobertura total da placa através de

esfregaço suave enquanto a mesma era girada 60º por 3 vezes.

Sob a placa de Petri  foi  depositada uma placa multidiscos de antibióticos para bactérias

Gram Negativas (Laborclin®), com o auxílio de uma pinça. A placa foi incubada por 24 horas em
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estufa  a  37º  C.  Em seguida  foi  realizada  a  análise  através  da  medida  do  diâmetro  dos  halos

produzidos com o auxílio de um paquímetro. 

A base de utilização foi o protocolo de Kirby e Bauer, descrito por Hudzicki (2016), que se

baseia no princípio de que discos de papel embebidos em soluções de antibióticos levam os mesmos

a se difundirem no ágar  em que são depositados.  Bactérias que são resistentes aos apresentam

crescimento em direção / sobre o meio difundido.

Ao contrário, bactérias que não “resistem” ao antibiótico não crescem ao longo do espaço de

difusão, produzindo um halo. Foram testados 12 antibióticos, entre eles: Ampicilina, Amicacina,

Amoxicilina  +  clavulanato,  Ceftazidima,  Cefepime,  Cefoxitina,  Cefuroxima,  Ciprofloxacin,

Gentamicina, Meropenem, Cefalotina e Sulfazotrim.  

4.5 - EXPERIMENTO DE BIODEGRADAÇÃO

  

 Após  identificação  inicial,  células  criopreservadas  foram  reativadas  utilizando  como

substrato meio LB líquido em garrafas de vidro estéreis, em volumes de 50 mL, por 24 h, em

shaker a 37 ºC. Estas colônias foram submetidas a experimentos de biodegradação, conforme segue.

Cada repetição foi feita utilizando-se Erlenmeyers de 250 mL, que foram preparados com

meio de cultura Bushnell-Hass componto 85% do volume, óleo bruto de Urucu a 5% do volume e

10% de inóculo. O inóculo continha a colônia de  Burkholderia gladioli pura, crescida,  lavada e

ressuspendida em solução salina a 0,85%, com uma O.D. de 1,0 a 600 nm.

O volume final de cada frasco nas triplicatas foi de 100 mL, estes sofreram agitação em

shaker a 37 ºC. Os experimentos de biodegradação foram realizados considerando-se os tempos 0

dias, 7 dias, 14 dias e 21 dias. Para garantir a pureza da colônia, foram realizados esgotamentos com

alça de inoculação em meio LB sólido ao longo de todos os tempos supracitados. 

Como controle negativo, foram montadas triplicatas contendo meio Bushnell-Hass (Gibco®)

como 85% do volume, óleo bruto a 5% do volume e uma simulação de inóculo contendo apenas

solução salina a 0,85% equivalente a 10% da solução. Os experimentos de controle também foram

realizados em Erlenmeyers de 250 mL de volume, nas mesmas condições das amostras.

Os frascos foram identificados como C0, C1, C2 e C3  referentes aos controles dia 0, 7, 14 e 21

dias,  respectivamente,  e os frascos com inóculos foram identificados como B0,  B1, B2  e  B3  para

inóculos no dia 0, 7, 14 e 21 dias respectivamente.  

Para se investigar a possível presença de bactérias no óleo bruto, que não foi esterilizado,

foram realizados  esgotamentos  com alça  de  inoculação  em placas  de  Petri contendo meio  LB

sólido, em triplicatas. Após os esgotamentos, as placas foram deixadas em estufa nos tempos de 24
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e 48 horas e analisadas quanto a existência de microrganismos   

4.5.1 - EXTRAÇÃO DO ÓLEO RESULTANTE DO MEIO DE CULTURA

Nos tempos supracitados, os Erlenmeyers contendo amostras e contendo os controles foram

retirados do  shaker  para a extração do óleo resultante da ação bacteriana através de protocolo de

extração líquido-líquido, método USEPA 3510C, adaptado. As triplicatas para C0 e B0  não sofreram

agitação.  

Para a extração do óleo resultante da cultura e dos controles, os meios de cultura de cada

frasco foram transferidos para tubos Fálcon de 50 mL e centrifugados para a retirada de células, o

líquido resultante foi despejado em funis de separação. O óleo aderido na parede dos Erlenmeyers

foi  extraído adicionando-se 5 mL de hexano,  seguido de  agitação vigorosa  (HALEYUR et  al.,

2016). O volume resultante foi vertido no interior do funil para a extração final do óleo do meio de

cultura.

Após  versão  do  volume  de  hexano,  cada  funil  de  separação  foi  fechado,  agitado

vigorosamente e deixado em repouso para a formação de fases distintas. A solução resultante da

mistura óleo / hexano foi separada do meio de cultura por diferença de densidade. O resíduo de

interesse foi coletado em frasco do tipo  Bequer de 150 mL previamente adicionado com 1,0 g

sulfato  de  sódio  anidro  (Sydney®)  para  a  retirada  de  água  do sistema.   Após,  foram retiradas

alíquotas de 1 mL com o auxílio de seringas de Hamilton, evitando-se a sucção do sal. Estas  foram

estocadas em frascos âmbar de 5 mL identificados, em freezer -20 ºC, até o momento da realização

das análises.

4.5.2 - TESTE DE RECUPERAÇÃO

Para estimativa da perda durante o processo de manipulação para a extração do óleo, 5 mL

de petróleo bruto proveniente de Urucu foram diluídos em 5 mL de hexano. Após diluição, uma

alíquota de 1 μL foi retirada, diluída 1000 vezes em hexano padrão HPLC para injeção automática

de 20  μL em equipamento de GC/MS, este experimento foi denominado “recuperação dia 0”. A

injeção  da  mistura  petróleo  puro  mais  hexano  no  equipamento  gerou  um  comatograma  cuja

somatória das áreas dos gráficos dos n-alcanos totais foi considerada como 100%. 

Paralelamente, foi realizada a extração do óleo nas triplicatas do experimento denominado

C0. O material extraído desta condição sofreu o mesmo tratamento das amostras dos experimentos

com inóculos e nos controles.
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O valor da porcentagem de recuperação foi obtido através do valor médio das triplicatas do

experimento denominado anteriormente de C0 dividido o valor médio das triplicatas do experimento

denominado “recuperação dia 0” e multiplicado por 100. 

4.5.3 - ANÁLISE DE CROMATOGRAFIA GASOSA ASSOCIADA ESPECTROMETRIA DE

MASSAS (GC/MS)

A análise de Cromatografia Gasosa Associada a Espectrometria de Massas (COLLINS et al.,

2006)  foi  realizada  retirando-se de cada  repetição o volume de 1  mL, que foi  diluído  1000 X

utilizando-se Hexano grau HPLC (Sigma®).  Após a diluição,  os volumes finais  de 1 mL foram

introduzidos em frascos do tipo vial. Os frascos foram colocados em equipamento marca Shimadzu

QP 2010-Plus® com coluna tipo PTX-5MS®, utilizando hélio como gás de arraste no modo splitless.

O volume succionado e injetado automaticamente pelo equipamento foi de 20 μL. As condições de

corrida foram programadas,  com alterações,  utilizando o protocolo de acordo com Zhang et  al.

(2011), com a utilização de série homóloga  C7 a C31  como padrões externos  As aquisições dos

espectros de massas foram realizadas nos modos fullscan e SIM (Monitoramento Seletivo de Íons),

com cada íon dos n-alcanos correspondente a o tempo de retenção dos padrões externos (GURAV et

al., 2017).

O termo repetição se refere a cada Erlenmeyer da triplicata utilizado nos experimentos de

biodegradação com inóculo da colônia (B0  a B3) e nos experimentos de controle (C0  a C3). Para o

tratamento dos dados foi utilizado o software  LabSolutions / GCMS Solution v. 2.53®. O protocolo

foi baseado em Douglas et al. 1994, com algumas modificações. 

Os principais alvos desta análise foram os n-alcanos, sendo a atuação da bactéria sob os

mesmos  estimada  através  das  médias  das  somatórias  das  áreas  de  todos  os  picos  obtidas  pelo

GC/MS  para  as  repetições  dos  experimentos  de  biodegradação  e  dos  experimentos  controle,

considerando o ajuste do equipamento em modo SIM e o tempo de retenção da série homóloga (C7

a C31).

4.6 – ANÁLISE DO CRESCIMENTO BACTERIANO

Nos tempo de 7, 14 e 21 dias, foi coletada através de micropipeta de cada amostra 1 mL da

área livre de óleo. Estas amostras foram transferidas para tubos  Falcon de 15 ml e centrifugadas

5.000 rpm em temperatura ambiente.

O sobrenadante foi retirado com o auxílio de micropipeta, mantendo-se o pellet de células,
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que foi  ressuspendido em solução de NaCl a  0,85%, para medida O.D.  em 600 nm utilizando

espectrofotômetro,  esta  foi  uma  estimativa  do  crescimento  (OKERENTUGBA e  EZERONYE,

2003). 

Foram calculadas médias das triplicatas para os experimentos de biodegradação, partindo-se

do pressuposto que, no tempo zero, a média de todas as O.D. nas triplicatas foi igual a 1,0. Esta

medida foi realizada com os grupos controle, como evidencia da ausência de contaminação, já não

possuíam células. 

4.7 – GENÔMICA E GENÔMICA FUNCIONAL

Para  a  análise  do  genoma,  células  foram  crescidas  em  triplicatas  separadas  durante  o

experimento de biodegradação, em frascos nas mesmas condições do experimento com inóculos,

para garantia de pureza da cultura. Após 7 dias de crescimento, foi retirado 1 mL de solução de três

diferentes frascos para obtenção do DNA, em condições estéreis.

4.7.1 - EXTRAÇÃO DO DNA PARA SEQUENCIAMENTO DO GENOMA

O DNA foi extraído e purificado utilizando-se o protocolo de extração por fenol-clorofórmio

(SAMBROOK  e RUSSEL,  2006), quantificado utilizando-se  o  Qubit® e  teve  sua  pureza  final

verificada  através  de  espectrofotometria  em  Nanodrop®.  Foram  considerados  como  critério:

condições das bandas no gel de eletroforese (brilho, deformações, arrastes), a razão 260/280 e a

razão 260/230 como iguais ou maiores que 1,8 e a concentração acima de 50 ng / μL. 

Atingidas  as  condições  descritas,  a  amostra  foi  enviada  para  a  empresa  GenOne®,  que

realizou  o  sequenciamento  através  da  plataforma  Illumina QTE  HiSeq300616®.  Para  isto,  as

amostras foram checadas novamente quanto a integridade do DNA e sua concentração pela empresa

contratada.

Foram preparadas bibliotecas utilizando o kit de preparo  NEBNext Ultra II DNA Library

Prep for  Illumina®.  Estas  foram  complexadas,  multiplexadas  e  sequenciadas  em  equipamento

Illumina-HiSeq 4000® utilizando o kit de sequenciamento específico para a plataforma. 

Foram  realizadas  duas  rodadas  de  sequenciamento,  com  comprimentos  de  sequências

(reads)  Paired-End de  250  nt.   Para  cada  biblioteca,  foram  gerados  1  GB  de  sequencias.

Paralelamente a extração de DNA para sequenciamento, foram realizadas inoculações em triplicata

em placas de Petri contendo meio sólido LB. Estas placas foram deixadas  em estufa por 24 horas,

a 37º C e posteriormente analisadas quanto s características da colônia.
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4.7.2 - CONTROLE DE QUALIDADE 

As sequências foram recebidas por  download via link e submetidas a análise de qualidade

utilizando o software  FASTQC v.0.11.5 (ANDREWS, 2017) em sua configuração padrão. Foram

considerados como principais quesitos de análise: Basic Statistics, Per Base Sequence Quality, Per

Sequence  Quality  Scores,  Per  Base  Sequence  Content,  Per  Base  Sequence  Content,  Sequence

Duplication Levels e Overrepresented Sequences.

4.7.3 - TRIMMING DAS SEQUÊNCIAS

Os adaptadores utilizados no sequenciamento e as sequências com baixa qualidade foram

retiradas  utilizando o software Trimmomatic v.0.32 (BOLGER et al., 2014). (EWINg et al., 1998;

EWING e GREEN, 1998), processo conhecido como “trimagem”, ou “trimming”.

Com o mesmo programa foi realizado o corte de trechos de baixa qualidade no início e no

final das  reads e eliminação daquelas menores de 75 pb.  Reads com baixa qualidade em mais de

30% de sua sequência foram eliminadas por completo.

4.7.4 - MONTAGEM DO GENOMA

A montagem do genoma foi  realizada  utilizando a  capacidade  computacional  e  o  apoio

técnico no  System Biology and Genomics Lab da UNESP (Campus do Lageado),  na Cidade de

Botucatu, em São Paulo, sob a coordenação do Prof. Dr. Guilherme Targino Valente. O auxílio

técnico foi oferecido pelo doutorando Ivan R. Wolf.

O  assemble foi  realizado através  do agrupamento das  reads  em  contigs utilizando-se os

softwares  MIRA v.4.0.2 (CHEVREUX et al.,  2014) e  CAP3 (HUANG e MADAN, 1999), após

controle de qualidade.

Inicialmente, as reads provenientes das duas bibliotecas geradas pelo sequenciamento,  com

comprimentos  Paired-End  250  foram  submetidas  em  conjunto  ao  MIRA,  como  “assembling

denovo” utilizando configurações “genome” e “accurate” para junção dos  contigs, assim como o

indicativo de PE “segment_placement=---><---”.

O resultado do agrupamento deste algoritmo foi submetido ao CAP3 em sua configurações

padrão. A análise da quantidade de contigs gerada, o comprimento total da sequencia, assim como

os valores de N50 foram realizadas com o auxílio do  AbyssFac, software integrante do  assembler

ABySS v.2.0.2 (SIMPSON et al., 2009).
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4.7.5 - ANÁLISE DO GENOMA MONTADO

A análise da porcentagem de GC foi realizada utilizando o algoritmo  Infoseq  do  Emboss

v.6.4.0  (RICE et al.,  2017), calculando-se a porcentagem média dos valores de GC de todos os

contigs através da extração dos valores e tabulação utilizando-se o software estatístico  R v. 3.2.3

(IHAKA e GENTLEMEN, 1996; GENTLEMEN, 2016).  

Os  contigs foram  alinhados  contra  um  genoma  de  referência  para  investigação  de  seu

ordenamento e foram reordenados utilizando o software Mauve v.2.4.0 (DARLING et al., 2004). O

mesmo software foi utilizado para procura de sintenias de blocos de sequências.

4.7.6 - SISTEMÁTICA MOLECULAR PÓS SEQUENCIAMENTO

Para garantia da determinação da espécie em nível molecular para genômica comparativa e /

ou término da montagem do genoma, foram utilizadas três estratégias para sistemática molecular. 

4.7.6.1 - ANÁLISE SEGUNDO O BLASTn (MEGABLAST)

Nesta análise foi realizado um alinhamento utilizando o arquivo de contigs contra o banco

de dados de bactérias do NCBI denominado  Prokkariote Complete Refseq Genomes utilizando o

alinhador Blastn Megablast v.2.2.26 (MORGULIS et al., 2008) com as configurações padrão. Esta

análise  buscou um indicativo  de  espécie  para  ser  utilizada  como genoma de  referência,  sendo

considerados os resultados com os melhores scores e que possuíssem e-value igual a zero.

4.7.6.2 - ANÁLISE SEGUNDO O INFERENCE RNA ALIGNER (INFERNAL)

Numa segunda tentativa de identificação bacteriana,  foi  realizada uma análise utilizando

software INFERNAL v.1.1.2  (NAWROCKI e EDDY, 2013). Nesta abordagem, o arquivo de contigs

foi alinhado contra um banco de dados de famílias de RNA do RFAM (NAWROCKI et al., 2015).

Após alinhamento e indicativo das regiões formadoras de SSU rRNA, as sequencias foram

localizadas  no  genoma  utilizando-se  o  software  Artemis v.16.0.0 (CARVER  et   al.,  2012)  e

alinhadas contra o banco de dados geral de sequências do NCBI utilizando o BLASTn  do pacote

BLAST v.2.2.28+ (CAMACHO et al., 2008).
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4.7.6.3 - ANÁLISE SEGUNDO O KMER-FINDER

Como  terceira  tentativa  de  confirmação  de  espécie,  o  arquivo  contendo  os  contigs foi

submetido a  upload  na plataforma de análises online  KmerFinder v.2.0 (HASMAN et al., 2014),

utilizando o scoring method standard contra o banco de dados de bactérias do NCBI, o que gerou

uma tabela de alinhamentos.

4.8 - ANOTAÇÃO DO GENOMA E GENÔMICA FUNCIONAL

Após a formação do  draft, foi realizada primeiramente uma anotação utilizando o  RAST-

Server v.2.0 (AZIZ et al., 2008) através do  upload  do arquivo .fasta com os  contigs. Esta análise

durou aproximadamente 24 h, e utilizou como base de dados a National Microbial Pathogen Data

Resource, quando os resultados foram disponibilizados via weblink.  

Como segunda abordagem, foi realizada uma anotação em servidor local utilizando-se o

software de anotação automática Prokka v.1.12 (SEEMANN, 2014). Este indicou regiões de CDS,

RNAs, e nomenclatura enzimática após alinhamento junto ao NCBI.

A terceira  anotação  foi  realizada  utilizando  o  Prokaryotic  Genome  Anotation  Pipeline

(TATUSOVA et al., 2016; HAFT et al., 2018). As três abordagens foram utilizadas como referência

durante a estimativa dos principais genes envolvidos na biorremediação de petróleo, bem como para

o processo de “cura manual” da anotação. 

Os  genes  foram  identificados  através  dos  arquivos  gerados  na  anotação  e  comparação

artigos  científicos  e  pesquisa  /  alinhamento  das  sequências  utilizando  o  Kegg  Databank

(KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2016; KANEHISA et al., 2017). Este site é uma

das principais referências na reconstrução de vias metabólicas e possui uma ferramenta automática

para tal, o  Kegg Automatic Anotation Server (KAAS), utilizando em sua versão 2.1 (MORIYA et

al., 2007)

4.9 - GENÔMICA COMPARATIVA   

As análises de genômica comparativa foram realizadas utilizando-se o algorítmo  BLASTn

para  alinhamento  de  sequências  com  genomas  selecionados  e  o  GCView (STOTHARD e

WISHART, 2005) para produção dos gráficos em anéis, ambos em conjunto no software  BRIG

(ALIKHAN et al., 2011), em sua configuração padrão, com threshold superior de 90% e inferior de
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70%, respectivamente, além do algoritomo Mauve, anteriormente citado.  

Foram  utilizadas  cinco  sequências  de  genomas  completos  de  Burkholderia  gladioli

depositadas  publicamente  no  NCBI  para  comparação  de  identidade,  sendo  elas  Burkholderia

gladioli ATCC10248,  Burkholderia  gladioli KACC11889,   Burkholderia  gladioli BSR3,

Burkholderia gladioli FDAARGOS188 e Burkholderia gladioli FDAARGOS349. As comparações

enfocaram a semelhança entre os genomas e a capacidade enzimática para biorremediação de óleo.

Em  virtude  da  dificuldade  em  se  encontrar  genomas  de  espécies  biorremediadoras

comerciais depositados publicamente, foram utilizadas para comparação linhagens não comerciais,

cujo principal critério para seleção foi a lista definida por Xu et al. (2018). Preferiu-se os genomas

de linhagens previamente referidas em artigos sobre biorremediação de petróleo e /  ou aqueles

determinados como referência pelo NCBI. A análise visou principalmente estimativas da capacidade

metabólica da linhagem de estudo em relação aquelas referenciadas.

 

49



                  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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5 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 - Análises não moleculares: Morfologia e Gram 

A linhagem é um cocobacilo Gram Negativo, não foram observadas estruturas semelhantes a

esporos nas lâminas utilizadas para coloração, o que sugere que a mesma não os forma. As colônias

são  arredondadas,  facilmente  isoláveis  por  esgotamento  de  alça,  possuem coloração  amarelada

quando em meio tipo PCA  (Plate Count Agar), margens inteiras,  são opacas,  lisas  e  convexas

(Figuras 9 e 10 ). 

Esta espécie já pertenceu ao gênero Pseudomonas, mas foi retirada, juntamente com outras

do mesmo grupo quando Yabuuchi et al. (1992) propuseram a criação de um novo táxon graças ao

desenvolvimento da sistemática utilizando: a região 16S do rRNA, comparações com alinhamento
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Figura  9 – Foto das colônias de Burkholderia gladioli  Coa14 crescidas em 
meio de cultivo PCA.  

Figura  10 – Fotomicrografia das células de Burkholderia gladioli  Coa14 
(1000x).  



de DNA e composição bioquímica. A proposta seria de que este gênero deveria substituir o grupo II

de Pseudomonas.

Mahenthiralingam et al. (2005) caracterizaram os genomas deste grupo como possuidores de

grandes cromossomos organizados em multi-replicons,  variando entre 6 Mb e 9 Mb de tamanho,

considerando cromossomos e plasmídios. Os últimos ocorrem isoladamente ou em grupos de até

quatro genomas extranucleares diferentes (COENYE e VANDAMME, 2007).

O gênero é caracterizado por bactérias Gram Negativas, móveis (em sua maioria) e capazes

de  complexas  interações  com  o  meio  ambiente.  A espécie  Burkholderia  gladioli,  antigamente

denominada  Pseudomonas  gladioli,  faz  parte  de  um grupo  de  espécies  denominado  complexo

Burkholderia cepacea (PERIN et al., 2006).

 É reconhecida por possuir um grande repertório de utilização em biotecnologia, apesar de

ser  um conhecido  patógeno  de  plantas  (KEITH,  2005;  URA et  al.,  2006;  NANDAKUMAR e

RUSH,  2007;  NANDAKUMAR  et  al.,  2009)  e  comportar-se  como  patógeno  oportunista  em

humanos (QUON et al., 2011).  

5.2 – BIOSSEGURANÇA: TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIBIÓTICOS

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos dos testes com discos de antibióticos para bactérias

Gram Negativas. A resistência aos fármacos é representada pela letra R e a sensibilidade pela letra

S. A cepa estudada resistiu a ceftazidima, cefoxitina e a cefalotina.

O isolamento desta colônia da água de um lago no coração da Amazônia torna a hipótese de

contato prévio com estas substâncias pouco provável, ainda que esgoto proveniente da cidade de

Coari  seja  despejado  no  mesmo  e,   provavelmente,  resíduos  hospitalares.  Assim,  a  principal

hipótese para o crescimento, sob estes fármacos na placa, é a de resistência obtida randomicamente

(PRAY, 2008).

A segunda possibilidade seria a aquisição de genes de resistência horizontalmente de cepas

que já entraram em contato com os antibióticos, hipótese muito utilizada na tentativa de explicar o

surgimento de bactérias resistentes em condições hospitalares (DAVIES e DAVIES, 2010),  mas

parece não fazer sentido em relação a grandes lagos amazônicos.
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Antibiótico Resistência/ Sensibilidade

Ampicilina S

Amicacina S

Amoxicilina + Clavulanato S

Ceftazidima R

Cefepime S

Cefoxitina R

Cefuroxima S

Ciprofloxacina S

Gentamicina S

Meropenem S

Cefalotina R

Sulfazodrim S

 

Considerando  o  antibiograma  realizado,  esta  resistência  está  direcionada  ao  grupo  das

cefalosporinas,  que  podem ser  utilizadas  para  o  tratamento  de  infecções  das  vias  respiratórias

(PERERA et  al.,  2001),  o  que  pode  estar  relacionado  com  relatos  na  literatura,  envolvendo

desenvolvimento de infecções em pacientes com fibrose cística.

Ainda assim, Kennedy et al. 2007 pesquisaram 33 pacientes com esta doença, grupo que

envolvia transplantados, e encontraram infecções crônicas em 18 deles. Os isolados, neste caso,

possuíam resistência justamente as cefalosporinas de terceira geração. Estes pacientes responderam

bem ao tratamento com antibióticos anti-pseudomônicos.  

O primeiro relato de infecções em humanos envolvendo pneumonia e septicemia causadas

pela Burkholderia gladioli foi feito por Ross et al. (1995) em pacientes com doença granulomatosa

crônica, mas estas infecções foram controladas com sucesso utilizando antibioticoterapia.

Em virtude da não ocorrência de relatos de infecções  por esta bactéria  em pessoas sem

doenças  prévias  faz  com  que  este  microrganismo  não  seja  incluído  em  listas  de  patógenos

importantes, ao contrário da Burkholderia mallei, da Burkholderia pseudomallei e da Burkholderia

cepacia (HSE, 2013).

É  comum  que  pesquisadores  na  área  de  biorremediação  de  petróleo  investiguem  a

resistência aos antibióticos por suas colônias antes que as mesmas sejam incluídas em programas de

desenvolvimento de produtos. O objetivo é o não surgimento de problemas de saúde pública e nem

ao meio ambiente, no momento em que sejam utilizadas (TIKU et al., 2016). 

Devido  a  suscetibilidade  da  colônia  a  diversos  antibióticos  disponíveis  no  mercado,
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Tabela 1 – Resultado do antibiograma para bactérias Gram Negativas: 
suscetível (S), resistente (R).  



inclusive  de  segunda  geração,  e  a  ausência  de  relatos  na  literatura  envolvendo  infecções  em

indivíduos saudáveis, a linhagem foi considerada adequada ao trabalho em laboratório de Risco

Biológico Classe I, do qual dispomos.

Além de questões de saúde pública, pode existir uma relação positiva entre a presença de

genes  de resistência  aos  antibióticos  e  a  capacidade  para  biorremediação de xenobióticos,  pois

grupos de genes  para ambos costumam ser  transportados em conjunto por  elementos  genéticos

móveis, como os plasmídios (GODHEJA et al., 2014).

5.3 - EXPERIMENTO DE BIODEGRADAÇÃO

O experimento de biodegradação teve a duração de 21 dias, quando o conjunto meio mineral

mínimo (Bushnell-Hass),  mais  petróleo a 5% e inóculo bacteriano foram deixados em agitador

shaker a 37º C e 150 rpm. Os resultados visuais de transformação do óleo, assim como os controles

negativos, são mostrados na Figura 11. Não foram observados crescimento de bactérias nos frascos

controle ao longo de todo o experimento.

Estas imagens mostram modificações no óleo, atribuíveis a presença da bactéria, uma vez

que o mesmo manteve-se indiferenciado, ao longo dos dias, nos frascos de controle sem inoculação.

O aumento da turbidez do meio ao longo do tempo evidencia a multiplicação celular. As placas
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Figura 11 – Experimento de biodegradação com óleo bruto de Urucu 2, 7, 14 e 
21 dias. Em cada par de fotos, o meio com inóculo se encontra a esquerda e o 
controle (sem inóculo) à direita.   



inoculadas, em condições estéreis, com o petróleo de Urucu, não produziram colônias em 24 e 48

horas em estufa a 37° C.

 A Figura 12 mostra o cromatograma da análise do petróleo no tempo zero, quando o óleo foi

colocado a 5%, em contato com o meio mineral mínimo, com inóculo bacteriano a uma O.D. de 1,0

a 600 nm. Em virtude da extração feita logo em seguida ao preparo, esta figura representa uma

caracterização do petróleo utilizado, obtido de Urucu.

       

Este cromatograma mostra grandes picos mais a esquerda da figura, o que representa os n-

alcanos lineares de cadeia mais curta,  porém, mais abundantes.  Deslocando-se para a direita,  o

gráfico mostra  os  n-alcanos lineares  de cadeia mais  longa,  porém, menos abundantes,  os  picos

intermediários representam n-alcanos de cadeia ramificada.

O primeiro pico representa o heptano (C7), adicionando-se mais um átomo de carbono a

cada  pico  (excluindo-se  os  picos  intermediários),  chega-se  em  n-alcanos  com  30  átomos  de

carbono, praticamente sem representatividade no gráfico.

Classificado como petróleo leve (alto grau API), o óleo de  Urucu possui  baixa densidade,

viscosidade e  massa específica.  Isto  ocorre porque é  comum a  existência  das  frações  leves  do

petróleo (KURTZ e HEADINGTON, 1937). Óleos leves costumam possuir compostos em maior
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Figura 12 – Cromatograma do óleo bruto extraído a partir do experimento de 
biodegradação com inóculo bacteriano, no tempo zero. O eixo x representa o 
tempo de retenção (em minutos)  e o eixo y representa a medida de intensidade 
do analito. Os números indicam a quantidade de átomos de carbono.
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quantidade,  variando no número de átomos de carbonos entre  4 e  14,  que são os  constituintes

principais da gasolina (YIN e XIA, 2001) e do óleo diesel (DATE, 2011).

Apesar deste óleo ser relativamente solúvel em termos gerais, ainda possui componentes de

cadeia longa, como pode ser observado no cromatograma, quando se visualiza a partir do tempo de

retenção de 25 minutos (Figura 12). Embora em menos quantidade em relação aos n-alcanos de

cadeias maiores,  estes podem tornar-se problemas ambientais,  caso ocorram derramamentos em

quantidades compatíveis aos que se costuma observar durante o transporte de óleo para refinarias,

da ordem de centenas de milhares de litros.

Peixes  que  entraram  em  contato,  experimentalmente,  com  frações  referentes  ao  diesel,

desenvolveram um aumento na taxa de micronúcleos, que são alterações nucleares relacionadas

presença de quebras no material genético, em relação aos grupos controle, compostos por animais

não expostos (VANZELLA et al., 2007).

Suleiman (1987) foi um dos primeiros a relacionar danos celulares com a presença de n-

alcanos C4 a C10   em coelhos e ratos. Estes danos estavam relacionados ao rompimento da célula,

observado através da liberação de enzimas lisossômicas e queda no nível de respiração celular, além

da queda na peroxidação lipídica. 

Mais recentemente, Doumenq et al. (2001) descobriram que n-alcanos de cadeia longa são

incorporados  por  bactérias,  erroneamente,  como  lipídios  de  membrana,  devido  ao  seu  caráter

hidrofóbico.  Desta  forma,  estes  compostos  são  também  incorporados  aos  sedimentos,  o  que

constitui uma importante via de ingresso na cadeia trófica.

Bactérias geralmente degradam bem n-alcanos de cadeia mais curta (até 24 átmos de C),

possuem dificuldade em degradar n-alcanos de cadeia mais longa e realizam uma degradação lenta

dos alcanos de cadeia ramificada,  encontrando dificuldade na degradação de n-alcanos cíclicos,

como os PAHs (LAWS, 2000).

Considerando que os n-alcanos de cadeia ramificada possuem características semelhantes

aos n-alcanos de cadeia linear quanto a capacidade de produzir toxicidade,  é interessante que se

considere a capacidade desta colônia em lidar com tais compostos.

A figura 13 mostra a sobreposição em software do cromatograma de tempo 0 (Figura 12),  e

o cromatograma resultante da amostra com inóculo, após 21 dias de crescimento bacteriano.
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Em  preto  encontram-se  os  picos  referentes  ao  tratamento  zero  dias  e  em  vermelho

encontram-se os picos referentes ao final de 21 dias de exposição.   Durante um experimento de

biodegradação, podem ocorrer fatores que diminuem os picos e que não sejam necessariamente

devido a atividade da cultura, como a evaporação e / ou perdas durante o processo de inoculação ou

recuperação do petróleo após o cultivo.

Não foi possível a análise de todos os componentes presentes no cromatograma, pois uma

parte  deles  compõe  uma  fração  não  identificável  pela  tecnologia  presente,  no  momento  da

experimentação,  chamada de  cluster  (REDDY et al.,  1999). Assim, optou-se pelo cálculo de n-

alcanos totais, utilizando a média do somatório das áreas, apenas para os picos identificados pelo

equipamento.

A barra “0 dias” da Figura 14 mostra os resultados do teste de recuperação, a partir dela

podemos estimar as perdas durante a manipulação da amostra (0 dias) e pela manipulação mais

evaporação (7, 14 e 21 dias). O valor recuperado considerando a média da injeção em triplicata de

petróleo puro diluído em hexano, menos a média das triplicatas de C0, foi de 98,31±0,74%, o que

resulta em uma perda de aproximadamente 1,69% da amostra, durante a manipulação.  

 Aos  7  dias  houve,  em  média,  um  valor  recuperado  de  93,59±2,83%,  aos  14  dias

90,62±3,51% e aos 21 dias 87,15±4,68%. Estes valores representam a perda por manipulação e por

evaporação.
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Figura 13 – Sobreposição dos cromatogramas no tempo 0 e após 21 dias de 
exposição (em vermelho) à linhagem de Burkholderia.  O eixo x representa o 
tempo de retenção (em minutos)  e o eixo y representa a medida de intensidade 
do analito. Os números indicam a quantidade de átomos de carbono.
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As perdas por manipulação ocorrem pela aderência do óleo nas paredes dos frascos, mesmo

de  vidro,  durante  transferências  para  centrifugação,  por  exemplo.  Também ocorre  durante  sua

versão em diferentes vidrarias, como funis de vidro, por exemplo. As repetidas lavagens dos frascos

com hexano, durante o processo de extração, evitou ao máximo este tipo de perda.

Considerando a atuação da bactéria junto ao Petróleo de Urucu, houve uma diminuição de

29,78±0,14% dos n-alcanos em 7 dias, 33,22±0,01% aos 14 dias e 46,98±0,01% ao término do

experimento, 21 dias após seu início. Estes valores representam a ação da bactéria ao longo do

tempo (Figura 15).
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Controle de n-alcanos totais

Figura 14 – Recuperação do óleo bruto nos experimentos controle (barras 
azuis) de C

0
 a C

3
. O eixo x representa o tempo em dias e o eixo y representa o 

valor em porcentagem. As barras em preto simbolizam os valores de desvio 
padrão.



  

Por muito tempo imaginou-se que todos os compostos orgânicos poderiam ser degradados,

uma vez que foram produzidos por seres vivos. Após a descoberta dos organoclorados, substâncias

resistentes a degradação, passou-se a adotar o termo “recalcitrante” para aquelas que permanecem

por longos períodos de tempo nos ambientes (LIMA, 2004).

Os n-alcanos são bem utilizados por diferentes bactérias como fonte de carbono, desde que

estejam disponíveis em condições que não ofereçam dificuldades para a sobrevivência das células,

ao contrário do que ocorre com ambientes contaminados com petróleo. Os principais fatores que

influenciam a degradabilidade do petróleo após derramamento são:  sua composição,  seu estado

físico,  as  mudanças  químicas  na  água,  temperatura,  disponibilidade  de  oxigênio  e  nutrientes,

salinidade da água e a sua ecologia (LEAHY e COLWELL, 1990). No quesito disponibilidade,

considera-se o tamanho da cadeia carbônica de um composto.

A  capacidade  metabólica  dos  organismos  residentes  no  local  do  derrame  também  é

importante. Isto é perceptível no trabalho do Cardenes (2014), que computou 3,0 X 102 UFC logo

após a coleta de água para o isolamento de bactérias no lago de Coari e 3,6 X 108 UFC, após 68 dias

de cultivo, mas com apenas 2 morfotipos diferentes.

Uma das  possibilidades,  é  que  estas  colônias  sejam capazes  de  resistir  a  concentrações

maiores  de  metais  pesados  encontradas  nas  amostras  de  petróleo  (FREIJE,  2015),  além  da

capacidade de metabolização dos hidrocarbonetos propriamente dita (MÁTHÉ, 2012). 

Santis et al. (2015) obtiveram taxas de degradação de frações individuais de n-alcanos que
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Remanescente evaporação Degradado

Figura 15 – Resultados em porcentagem da atuação bacteriana (linha verde), 
da perda por manipulação (dia 0) mais evaporação (7, 14 e 21 dias)  (linha 
alaranjada) e do petróleo remanescente (linha azul). O eixo x mostra o tempo 
em dias e o eixo y mostra a porcentagem. 



variaram entre  42 e  95%, considerando o número de carbonos entre  C12 e C30.  Entretanto,  o

experimento contou com a adição de nitrogênio no meio de cultura, na forma de NH4Cl, o que

consensualmente aumenta a taxa de biodegradação, e não foi realizada neste trabalho.

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura são menos conservadores do que este e se

utilizam de meios enriquecidos. Esta é, sem dúvida, uma estratégia interessante e muito utilizada na

biorremediação,  mas  não  foi  utilizada  neste  trabalho,  que  considerou  as  principais  tecnologias

existentes como capazes de recuperar 95% do óleo derramado (AMSA, 2017; MIJUS e JONKER,

2009).

As densidades ópticas médias a 600 nm foram 1,0 (dia zero), 1,3 (sete dias), 1,9 (14 dias) e

2,2 (21dias). A colônia apresentou maior crescimento nos tempos de sete aos quatorze dias, mas não

manteve o mesmo padrão entre os quatorze e os vinte e um dias. Os valores de absorbância nos

experimentos controle mantiveram-se em zero ao longo de todo o experimento.

Alguns autores relacionam o crescimento bacteriano com as taxas remanescentes de óleo

presentes em sítios de contaminação, considerando esta medida tão importante, quanto a cinética de

degradação propriamente dita.  Trata-se de um tentativa de estabelecimento de um modelo para

previsões de degradabilidade, em locais de composição semelhantes  (ZAVAREH et al., 2016).

Farag  e  Soliman  (2011)  mediram  o  crescimento  bacteriano,  relacionaram  com  a

porcentagem de  óleo  e  utilizaram estas  medidas  para  estimar  e  eficiência  de  degradação  para

naftaleno  e  fenol.  Este  trabalho  mostrou  que  a  taxa  de  crescimento  caía  quando  compostos

preferenciais eram degradados. 

5.4 – GENÔMICA

Como  um  dos  principais  enfoques  deste  trabalho  foi  realizar  a  primeira  a  abordagem

molecular de uma bactéria, isolada no lago de Coari, e relacionada a biorremediação de petróleo,

seguiram-se  experimentos  que  culminassem  na  investigação  direta  de  atributos  relacionados

degradabilidade do óleo e que pudessem ser investigados junto ao DNA desta bactéria. Para tanto,

foi  realizado  o  sequenciamento  e  a  anotação  do  genoma,  assim  como  novas  investigações

relacionadas a identificação da espécie.

5.4.1 - EXTRAÇÃO E QUALIDADE DO DNA

A Figura 16 mostra o perfil de eletroforese em agarose (0,8%), de uma duplicata de amostras

do isolado.  Antes de enviada para sequenciamento, uma amostra deve cumprir alguns pré requisitos
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em relação a quantidade de DNA presente e seu possíveis contaminantes, como resíduos de RNA,

artefatos de técnica, além de sua concentração.

A amostra enviada para sequenciamento continha aproximadamente 100 ng de DNA, com a

razão de 260/280 de 1,92 e a razão de 260/230 de 2,61. Estas condições estavam em concordância

com os pré-requisitos de amostras a serem sequenciadas, pela empresa contratada, para a realização

do sequenciamento.

               

5.4.2 - SEQUENCIAMENTO E MONTAGEM DO GENOMA

A primeira  etapa  de  sequenciamento  gerou  1  Gb  de  dados  PE250,  divididos  em  dois

arquivos  de  aproximadamente  500  Mb,  com  5.325.194  reads.  Após  tentativa  de  montagem  e

acentuada presença de contigs, optou-se pelo sequenciamento de mais 1 Gb de dados em PE250.

Foram gerados mais dois arquivos de aproximadamente 500 Mb cada, contendo 5.529.978

reads. Cada arquivo foi inspecionado quanto a qualidade utilizando o software FastQC. A análise

revelou grande número de reads duplicadas, adaptadores resultantes do sequenciamento e reads de

baixa qualidade (Figura 17).  

Ao todo 10.855.172 sequencias foram submetidas ao tratamento inicial como Trimmomatic,

ajustado para preservar  mesmo aquelas  reads  que perderam suas correspondentes por eliminação

completa, devido a qualidade inferior a 33 em mais de 30% da extensão.
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Figura 16 – Imagem de um gel de agarose à 0,8% mostrando bandas para duas 
amostras enviadas para sequenciamento mostrano ausência de degradação, de 
proteínas e de RNA.



Restaram do total 10.645.826 reads do tipo paired e 97971 reads umpaired, todas  utilizadas

durante o  assembling.  Sequências  leadings  e  traillers  de baixa  qualidade foram removidas  e  o

resultado do tratamento pode ser observado na Figura 18.

O tratamento das sequências com  Trimmomatic gera um padrão, identificado visualmente

quando as barras de coloração amarela passam a se localizar em regiões superiores dos valores do

eixo y no gráfico. Isto não corre necessariamente com as sequências unpaireds que são uma espécie

de reaproveitamento.

Estas  reads não  são geradas  nas  configurações  padrão do programa,  mas podem ser  de

grande valia quando se utilizam  assemblers  programados a trabalharem com tais “resíduos”, pós

correção.
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Figura 17 – Gráfico de qualidade das sequências geradas obtido pelo software 
FastQC. O eixo x representa o valor de comprimento da sequência, o eixo y 
representa o valor de qualidade. As barras amarelas representam a qualidade 
atingida em relação ao comprimento das reads analisadas.



Em média,  5% das extremidades a partir da posição aproximada do nucleotídeo 185 em

direção ao último nucleotídeo, de cada sequência, foram identificadas como sendo de adaptadores

advindos do processo de sequenciamento.  Este valor  foi reduzido para menos de 0,5%, após o

tratamento das sequências.

Este resultado repercutiu na diminuição da quantidade de sequências duplicadas, uma vez

que o adaptador se repetia. Negligências na retirada destas regiões poderiam gerar equívocos na

produção das bibliotecas de  k-mers, pelos softwares de  assembling,  que poderiam confundir  as

sequências de adaptadores com overlappings. 

A eliminação de reads com comprimento menor do que 75 pb foi ajustada no Timmomatic

de acordo com a experiência da equipe envolvida no auxílio do tratamento,  na montagem e na

anotação inicial do genoma.

O assembler MIRA reduziu as aproximadamente 10 milhões de reads, sequenciadas em 46

contigs com N50  de  534161 bp. Uma nova montagem com os  contigs  submetidos ao algorítmo

CAP3 reduziu-os  para  27,  com  N50  de  574923  bp  de  acordo  com  a  avaliação  realizada  pelo

algoritmo Abyssfac.

A soma  das  sequencias  dos  contigs resultou  em um valor  de  comprimento  de  8,4  Mb

(8.460.408 nt), com o comprimento médio de contigs de 313.349 bp, e a razão de GC igual a 68,04 .

A taxa de cobertura, considerando o número de reads e seu comprimento, foi de aproximadamente

150 vezes para cada biblioteca PE. 
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Figura 18 – Exemplo qualidade das sequências geradas. O eixo x representa o 
valor de comprimento da sequência, o eixo y representa o valor de qualidade.



Os genomas bacterianos possuem uma ampla variedade de comprimento, desde 500 kb até

aproximadamente 12 Mb. A maioria situa-se entre 2 e 6 Mb, aproximadamente. Tanto o tamanho

dos genomas quanto a quantidade de GC em cada um deles, aumenta em virtude da complexidade

do ambiente (LAND et al., 2015).

O taxa  de  GC nos organismos pode variar  entre  17 e  75% e  está  diretamente  ligada  a

presença de genes, aumentando proporcionalmente a medida em que aumenta a quantidade de genes

por  área  de  DNA  (genoma).  Este  tipo  de  variação  pode  ser  analisada  como  um  todo  ou

intragenicamente, refletindo em variações sutis que envolvam melhorias evolutivas dentro de um

mesmo gênero (BROCCHIERI, 2014).

Em virtude da utilização de muitos programas para a execução de diferentes análises e das

diferentes padronizações, o mesmo arquivo de contigs, daqui em diante, ora é nomeado 23-cap3.fa,

ora  AML.fa  nas  figuras.  Esta  montagem resultou  na publicação de um artigo sobre a  primeira

linhagem bacteriana com genoma sequenciado, relacionada a biorremediação de petróleo do Lago

de Coari:  “Draft Genome Sequence of Burkholderia gladioli Coa14, a Bacterium with Petroleum

Bioremediation Potential Isolated from Coari Lake, Amazonas, Brazil” (Anexo 2). O indicativo da

linhagem, Coa14, é uma homenagem a cidade e ao Lago de Coari, juntamente com o indicativo do

ano de coleta. Esta nomenclatura foi atribuída para a linhagem, por exigência do banco de dados do

NCBI durante o depósito da sequência.

5.5 -  SISTEMÁTICA MOLECULAR

5.5.1 - ANÁLISE SEGUNDO O INFERENCE RNA ALIGNER (INFERNAL)

Na Figura  19  pode-se  ver  um  exemplo  da  saída  de  dados  do  algoritmo  INFERNAL,

indicando três sequências SSU de RNA encontradas pelo programa, assim como suas posições nos

arquivos de contigs.  Um dos resultados do BLASTn, após a localização de uma destas sequências

nos contigs, está ilustrado na figura 20. 
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O INFERNAL é um alinhador de sequências no DNA que possam ser atribuíveis a regiões de

formação de RNAs funcionais  (Figura 19).  O mesmo trabalha com modelos  de sequências  pré

estabelecidos (anteriormente sequenciados) que estão disponíveis publicamente para download  em

diferentes bancos de dados (BARQUIST et al, 2016).

Neste experimento foi utilizado um arquivo proveniente do banco de dados de famílias de

RNA de bactérias do  Rfam  que, uma vez alinhado ao  draft  identificou 24 regiões relacionadas à

formação  de  algum  tipo  de  RNA funcional  entre  os  27  contigs. Todas  estas  regiões  foram

localizadas no genoma utilizando o genome browser Artemis.  

A Figura 20 exemplifica o resultado de um dos alinhamentos utilizando o BLASTn para uma

sequência indicada como 16S contra o banco de dados do NCBI.

 As  análises  partiram do isolamento  de  1  kb  de  comprimento  ao  longo das  sequências
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Figura 19 – Saída de dados do algoritmo INFERNAL  indicando 
principalmente: o contig  onde a sequência se encontra, a sequência e sua 
posição relativa.

Figura 20 – Alinhamento blastn da região 1667710-1667793 da Figura 19 ao 
banco de dados de 16S do NCBI .



indicadas  pelo  INFERNAL como SSU-RNA e  isoladas  utilizando o  ARTEMIS. Uma vez que a

análise  foi  realizada  contra  um banco de  dados  de  sequências  de  RNA codificante,  as  regiões

utilizadas  no alinhamento contém traços  de  sequências  conservadas  (GRIFFTHS-JONES et  al.,

2003),  neste  caso,  apenas  regiões  formadoras  de  SSUs  bacterianas.  

Um  dos  objetivos  principais  do  INFERNAL é  reunir  informações  sobre  RNAs  não

codificantes, de diferentes espécies, através do alinhamento de sequências covariantes de interesse,

para  posterior  cura  destas  sequências  e  abastecimento  de  bancos  de  dados  com este  fim,  pela

comunidade científica, como o RFAM (DAUB et al., 2008).

Ele  é  utilizado  para  alinhar  estas  sequências  contra  arquivos  de  genomas  completos  ou

drafts e identificá-las (GRIFFTHS-JONES et al., 2005; SRIDHAR e GUNASEKARAN, 2013).

5.5.2 – ANÁLISE SEGUNDO KMERFINDER

A Figura 21 é uma imagen resultante da análise utilizando Kmerfinder, que gera um banco

de dados de  k-mers  a partir de um arquivo .fasta e em seguida o compara utilizando o banco de

dados de k-mers do NCBI. O resultado disponibilizado inclui as espécies que possuem os melhores

matchs, calculados pelo próprio algoritmo. 

Um  k-mer  é uma sequência de nucleotídeos de comprimento n produzida de um arquivo de

sequências, em nucleotídeos. Estas sequencias podem ser originadas de um arquivo de qualidade ou

de um arquivo .fasta, obtido de um sequenciamento de genoma, um RNA-seq  ou  de uma sequencia

de contigs. Programas relacionados com a análise de DNA podem se utilizar destas sequências para

agrupamento de dados e / ou sistemática, como é o caso do KmerFinder.  

Observa-se a distância entre os valores de comparação entre a primeira e a segunda colônia
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Figura 21 – Saída de dados do KmerFinder 
mostrando os valores como score e coverage. 



indicadas. O  KmerFinder é um algoritmo preditor de espécies bacterianas que se utiliza de um

banco  de  dados  de  k-mers construído  a  partir  da  extração,  via  software,  de  sequências  de  16

nucleotídeos  de  genomas  bacterianos  depositados  no  NCBI.  Este  databank  é  atualizado

mensalmente  e  atribui  sequencias  destas  “frases”  que  sejam  únicos  para  diferentes  espécies

(LARSEN et al., 2014).

De  todas  as  tentativas  utilizadas  in  sílico para  inferir  qual  a  real  bactéria  com a  qual

estávamos trabalhando, foi  a primeira  vez que houve um indicativo em nível de espécie e,  em

seguida, da linhagem. Daqui em diante, a espécie definida como candidata para ser utilizada como

genoma de referencia passou a ser Burkholderia gladioli BSR3.

5.5.3 – ANÁLISE SEGUNDO O BLASTN (MEGABLAST)

A Figuras 22 mostra os alinhamentos do arquivo com todos os contigs utilizando o BLASTn

(MEGABLAST) contra o banco de dados total de genomas bacterianos do NCBI.

 As quatro linhagens de bactérias com genomas totais depositadas no banco de dados de

genomas do NCBI são Burkholderia gladioli BSR3 (SEO et al., 2011); Burkholderia gladioli ATCC

10248  (JOHNSON  et  al.,  2015),  Burkholderia  gladioli  pv.  KACC  11889  (NCBI,  2017)  e

Burkholderia gladioli  pv.  gladioli  (NCBI,  2017).  Duas destas  linhagens se destacaram entre  as

demais  na  sistemática,  primeiramente  a  linhagem  Burkholderia  gladioli  BSR3 (KamerFinder),

seguida da linhagem  Burkholderia gladioli ATCC 10248 (BLASTn).
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Figura 22 – Alinhamento Blastn (Megablast) contra o banco de dados de 
genomas totais de microrganismos do NCBI.



Após um BLASTn local do arquivo de contigs contra cada uma destas linhagens e tabulação

dos  dados  quanto  aos  scores  e  query  coverages,  a  linhagem  Burkholderia  gladioli  BSR3 foi

selecionada  para  a  utilização  nos  experimentos  de  reordenamento  de  contigs e  formação  de

scaffolds.

5.6   -  REORDENAMENTO  DE  CONTIGS  E  FORMAÇÃO  DE
SUPERCONTIGS (SCAFFOLDS)

 Considerando-se a montagem  de novo, sem a utilização de um genoma de referência, é

comum a não correspondência entre os blocos de sequências do draft com o genoma de referência

(Figura 23).

Esta análise revelou uma cobertura de 85,2 % em relação a linhagem BSR3, um déficit de

cobertura de aproximadamente 590 kb. Foram 2772 gaps em relação a referência e 133050 SNPs.

Este déficit não reflete necessariamente ausência de informação genética no microrganismo e sim

uma abrangência insuficiente do sequenciamento. 

A figura 24 mostra o alinhamento gráfico realizado entre o arquivo de contigs do  draft de

genoma do isolado do lago de Coari e as sequências separadas dos dois cromossomos e quatro

plasmídios  da  linhagem  Burkholderia  gladioli  BSR3.  O  genoma  sequenciado  e  montado  neste

trabalho  possui  sequências  equivalentes  em  todos  os  replicons do  genoma  escolhido  como

referência, o que é um indicativo que seu padrão genômico deve se manter semelhante.
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Figura 23 – Gráfico do alinhamento de contigs da linhagem Burkholderia 
gladioli BSR3 em relação ao draft  de Burkholderia gladioli  do Lago de Coari 
(23.cap3.fa). As sequências são coloridas e ordenadas conforme identidade  
pelo software Mauve.



O reordenamento de contigs (Figura 25) não leva a uma diminuição em comprimento, como

ocorre a montagem e não produz redução no número de nucleotídeos, apenas baseia sua ordem em

um genoma selecionado pelo alto padrão do sequenciamento e da montagem (POP et al., 2004).

Quanto menor o número de contigs, menos gaps existirão, o que facilitaria análises futuras,

como as comparativas, assim como o sequenciamento das regiões sem informação (RISSMAN et
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Figura 24 – Gráfico do alinhamento de cromossomos e plasmídios da linhagem 
 Burkholderia gladioli  BSR3 em relação ao draft  de Burkholderia gladioli  do 
Lago de Coari (23.cap3.fa). As sequências são coloridas e ordenadas conforme 
identidade pelo software Mauve.

Figura 25 – Reordenamento de contigs produzido pelo Mauve utizando, como 
referência, o genoma de Burkholderia gladioli BSR3.



al., 2009), o que não é o alvo principal deste trabalho, mas poderá ser realizado no futuro.

O agrupamento  final  dos  contigs em  scaffolds  resultou  em um arquivo  .fasta  com três

sequencias, com comprimento mínimo de 126970 bp, máximo de 5916818 bp, N50 também de

5916818 bp e comprimento total de 8460408 bp, valor que aparece aproximado como 8,4 Mb ao

longo deste texto. 

5.7 - ANOTAÇÃO GÊNICA 

O genoma possui amplo repertório enzimático relacionado a degradação de componentes de

petróleo e derivados, assim como outros xenobióticos. A anotação foi realizada sob um genoma de

montagem ainda  não  concluída  e,  desta  forma,   algumas  vias  não  puderam ser  reconstituídas

inteiramente.

A Figura 26 categoriza grupos de genes encontrados na linhagem estudada, a Burkholderia

gladioli Coa14  de  acordo  com  subsistemas  relacionados  ao  funcionamento  celular  e  sua

manutenção, potencial de virulência, genes extranucleares, bem como suas interações com o meio

ambiente, como a resposta ao stress, por exemplo. 

Do  total  de  genes  anotados,  o  maior  grupo  está  relacionado  com  o  metabolismo  de

aminoácidos, seguido dos genes para a produção de cofatores e proteínas e vias de produção de

ácidos graxos, lipídios e isoprenóides.

Ao longo dos  8460426 nt  resultantes  da montagem,  existem 7156 CDS,  genes  para  77

tRNAs, 6 rRNAs e uma região de tmRNA. Foram, em média, 7540  genes anotados entre os   três
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Figura 26 – Subsistemas presentes, de acordo com a anotação realizada pelo 
Rast-server.



anotadores (Tabela 3).

   

5.8 - VIAS DE DEGRADAÇÃO DE COMPONENTES DO PETRÓLEO 

Os resultados a seguir são referentes a genes que foram anotados automaticamente pelos três

métodos utilizados e curados manualmente do genoma de Burkholderia gladioli Coa14.

5.8.1 - N-ALCANOS

Na Figura  27  temos  as  rotas  mais  comuns  de  degradação  de  n-alcanos,  que  envolvem

oxidações  terminais  da  cadeia  de  um  grupamento  metil,  gerando  um álcool  ou  sub-terminais,

gerando um éster. O resultado final das duas rotas é a entrada na via de degradação de ácidos graxos

ou no ciclo de Krebs, respectivamente (MINERDI et al., 2012; KOSHLAF e BALL, 2017).
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Atributo Valor
Tamanho do Genoma (pb) 8460426

% de GC 67

Número de Contigs 27

Total de Genes 7540

Genes para rRNA 6

Genes para tRNA 77

CRISPS 1

Tabela 3 – Resumo dos dados de montagem e anotação gênica.  

Figura 27 – Vias comuns de degradação de n-alcanos. Fonte: Fonte: Minerdi et 
al. (2012).



Esta via normalmente é iniciada com a ativação da molécula de hidrocarboneto através da

ligação de um átomo de oxigênio em uma de suas extremidades, formando um álcool primário, que

entrará na via de degradação dos ácidos graxos. A anotação revelou a presença do gene para a

enzima alkA (alkano 1 monoxygenase), catalizadora desta reação. 

Entre as enzimas relacionadas com a via de ácidos graxos estão:  acyl-Coa dehydrogenase

(KIM  et  al.,  1993);  acetyl-CoA  C-acetyltransferase (LYNEN  e  OCHOA,  1953);  acetyl-CoA

acyltransferase (FREVERT e KINDL, 1980);  enoyl-CoA hydratase (FERRANDEZ et al., 1998);

long-chain  acyl-CoA  synthetase (BLACK  et  al.,  1992);  3-hydroxyacyl-CoA  dehydrogenase

(MATSUOKA, 2007).

A degradação de n-alcanos de cadeias ramificadas, também presentes no petróleo de Urucu,

termina,  igualmente,  na via  de beta-oxidação e  pode ser  iniciada pela  alkano 1 monoxigenase.

Muitos microrganismos estão relacionados ao uso desta via (PIRNIK et al., 1974; WANGPENG e

SHAO, 2013).

Apesar da ausência do gene para a enzima alkB, uma variante da alkA também presente nas

reações de início da biodegradação de n-alcanos, esta via pode ser iniciada utilizando a enzima

citocromo P450 monooxygenase (ROJO, 2009).  A anotação revelou a  presença do gene para a

ferredoxin  reductase,  relacionada  a  transferência  de  elétrons  para  a  P450 anteriormente  citada.

Todos  os  anotadores  indicaram  a  presença  de  proteínas  da  “família”  citocromo  P450,  sem

especificar, entretanto, uma enzima. 

Além dos genes envolvidos na via de degradação propriamente dita, a presença do gene para

a  proteína  MCP (methy-accepting  chemostasis  protein),  que  está  relacionada  ao  deslocamento

celular bacteriano em direção as regiões ricas em n-alcanos, reforça a tese de que a colônia isolada

em Coari  possa  se  beneficiar  do petróleo  como fonte  de  carbono,  em locais  de  derramamento

(SMITS et al., 2003).

5.8.2 – HIDROCARBONETOS POLICÍCLICOS AROMÁTICOS

Ainda não é  clara qual seria a atuação desta  bactéria  na degradação de hidrocarbonetos

policíclicos aromáticos, que não foram alvo da análise química. Entretanto, devido à  sua intrínseca

relação com o petróleo e a extensão do escopo da análise genômica para os componentes do óleo

bruto relacionados com  impactos ambientais importantes, destacam-se aqui genes identificados.  

Na Tabela 4 estão todas as enzimas dos genes anotados que possam ter relação direta com a

degradação deste tipo de substância. As rotas de degradação de PAHs se iniciam com a quebra do
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anel aromático por uma oxigenase e convergem para uma de três vias comuns, a via do catecol, a

via do gentisato ou a via do protocate. 

 
O sistema Citocromo P450, a aromatic ring-cleaving dioxygenase, e a protocatechuate 3,4-

dioxyenase são  as  três  enzimas  candidatas  para  cumprirem  esta  função  de  iniciadores  em

Burkholderia gladioli Coa14 graças, a presença de seus respectivos genes.

A  aromatic  ring-cleaving  dioxygenase  relaciona-se  com  a   degradação  aeróbica  de

compostos aromáticos por microrganismos, justamente realizando sua conversão em intermediários

catecóis (FETZNER, 2012). O nome anotado de maneira mais genérica trouxe dificuldades em se

relacionar esta enzima como produtora de clivagem intradiol ou extradiol, o que define qual via de

degradação o composto aromático deve seguir.

Três genes para enzimas relacionadas com a via do Citocromo P450 foram anotados: para a

alcohol dehydrogenase (THEORELL, 1958), para a  glutationa transferase (TU e QIAN, 1987) e

para a  S-(hydroxymethyl) glutathione dehydrogenase (GUTHEIL et al., 1992). Esta é uma via de

grande versatilidade, relacionada na biorremediação de petróleo, biotransformação de pesticidas e

fármacos.

A protocatechuate 3,4-dioxygenase é uma enzima ferro dependente que, ocupa um papel

chave na degradação de PAHs (GUZIK et al.,  2014) e pode assumir a função da enzima  P450

oxigenase. Esta enzima realiza uma quebra oxidativa dos aneis aromáticos estáveis nos PAHs, que

tornam esta moléculas recalcitrantes (WÓJCIK et al., 2011). A anotação demonstrou a presença de

genes  para  a  formação  de  suas  duas  subunidades,  alfa  (GROSS  et  al.,  1956  ;  FUJISAWA e
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Tabela 4 – Genes e / ou locus gênicos e seus correspondentes enzimáticos 
relacionados à degradação de PAHs anotados. Famílias de genes aparecem 
como “fam”).  

Gene Enzima e / ou Subunidade Enzimática Relacionada
Cylst_6694 Aromatic ring-cleaving_dioxygenase
bphD 2-hydroxy-6-oxo-6-phenylhexa-2,4-dienoate hydrolase 
pcaC 4-carboxymuconolactone decarboxylase
mhpE 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase 
APZ15_RS31815 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
carF Acetaldehyde dehydrogenase
APZ15_RS32055 Aromatic-amino-acid aminotransferase
benA Benzoate 1,2-dioxygenase alpha subunit
benB Benzoate 1,2-dioxygenase beta subunit
pcaD beta-ketoadipate enol-lactone hydrolase 
catA Catechol_1,2-dioxygenase
nahH Catechol_2,3-dioxygenase
fam Cytochrome P450
hmtB hydroxymuconate tautomerase
maiA Maleylacetoacetate isomerase
catB Muconate cycloisomerase
catC Muconolactone isomerase
pcaG Protocatechuate_3,4 dioxygenase alpha
pcaG Protocatechuate_3,4 dioxygenase beta
BPHY_RS31735 Protocatechuate_4,5 dioxygenase
APZ15_RS18310 Salicylate hydroxylase 
tol4 Toluene-4-monooxygenase



HAYAISHI, 1968) e beta (STANIER e INGRAHAM, 1954) . 

A quebra dos anéis aromáticos gera intermediários ativos diidroxilados em forma de anéis,

como o catecol e o gentisato. Duas dioxigenases relacionadas a via do catecol estão presentes,  a

catechol 1,2-dioxygenase e a catechol 2,3-dioxygenase. Estas quebram anéis do catecol e geram cis-

muconato, um intradiol. O destino final desta via é a conversão de um acetaldeído em acetil-CoA e

seu ingresso no ciclo de krebs (Figura 28).

A Figura 28 mostra as enzimas envolvidas na via do catecol, um intermediário na  meta-

clivagem de compostos aromáticos. Genes para todas as etapas relacionadas com esta encontram-se

presentes (Tabela 5). 

Na Figura 29 estão as principais enzimas da via do protocatecute, ou simplesmente, via do

protocate, cujos genes anotados para Burkholderia gladioli Coa14 encontram-se na Tabela 6.

Nem todos os genes relacionados a via do protocate anotados para  Burkholderia gladioli

Coa14 (Tabela 6) encontram-se na via principal descrita (Figura 29), ocorrendo  a inexistência do

gene  para  a  enzima  3-carboximuconate  cycloisomerase,  referente  ao  segundo passo  da  via  em

questão. 
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Gene Enzima e / ou Subunidade Enzimática Relacionada
catA Catechol_1,2-dioxygenase
nahH Catechol_2,3-dioxygenase
bphD 2-hydroxy-6-oxo-6-phenylhexa-2,4-dienoate hydrolase 
mhpE 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase 
carF Acetaldehyde dehydrogenase

Figura 28 – Principais enzimas presentes na via de degradação do catecol. 
Fonte: ALTMAN et al. 2014.

Tabela 5 – Genes anotados da via do catecol. 



 

A ausência de algumas enzimas de determinadas vias em nossa anotação pode ser resultado

de sua ausência no genoma ou apenas do “gap” gerado pelo não sequenciamento desta região, em

específico.  Mesmo em genomas totalmente sequenciados, é comum a ausência de determinadas

enzimas dentro de uma via (VENTER et al., 2004; FENG et al., 2007). Isto pode ser um indicativo

que outras enzimas, ainda não relacionadas, assumam a função da enzima ausente, em desvios da

rota principal, sem prejuízo para o microrganismo.

O naftaleno, fenantreno, fluoranteno, pireno e o benzo-a-pireno (CHAPMAN e HOPPER,

1968;  SEO  et  al.,  2009;  FATHEPURE,  2014)  são  hidrocarbonetos  policíclicos  aromáticos

degradáveis pelas vias do catechol  e do protocate.   Três genes estão presentes e relacionam-se

diretamente com a via de degradação do naftaleno e do antraceno, para as enzimas aromatic-ring

hidroxylating  dioxygenase  (DEMANÈCHE et  al.,  2004),  a  alpha/beta  hydrolase  (TOMÁS-
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Gene Enzima e / ou Subunidade Enzimática Relacionada
pcaG Protocatechuate_3,4 dioxygenase alpha
pcaG Protocatechuate_3,4 dioxygenase beta
hmtB hydroxymuconate tautomerase
pcaC 4-carboxymuconolactone decarboxylase
pcaD beta-ketoadipate enol-lactone hydrolase 

Figura 29 – Principais enzimas presentes na via de degradação do protocate. 
Fonte: ALTMAN et al. 2014.

Tabela 6 – Genes anotados para a via do protocate. 



GALLARDO et al., 2014) e a salicylate hydroxylase (PINYAKONG et al., 2003)

5.8.3 – GENES PARA OXIGENASES

As oxigenases são enzimas chave na quebra de compostos complexos  (Figura 30), quanto

maior  a  presença  de  seus  genes,  mais  robusto  pode  ser  considerado  o  genoma.  Sem  elas  a

mineralização de xenobióticos seria impossível (ARORA et al., 2009). Foram anotadas mais de 70

genes para estas enzimas na linhagem Burkholderia gladioli Coa14.

Elas atuam em condições aeróbicas adicionando um ou dois átomos de oxigênio aos anéis

aromáticos, no caso das mono e dioxigenases, respectivamente (PEIXOTO et al., 2011). A adição

deste(s) átomo(s)s provoca desestabilização e abertura do anel que, uma vez linear, pode sofrer

ataque de enzimas para degradação de hidrocarbonetos alifáticos, como a alkA, por exemplo.

 

A aromatic ring-cleaving dioxygenase está diretamente relacionada com a biodegradação do

pireno  (BADEJO  et  al.,  2013),  a  xylene  monooxygenase e  a  tolueno  4-monoxygenase  são

importantes nas vias de degradação do xileno e tolueno, respectivamente. Ambos fazem parte do

grupo de substancias derivadas do petróleo denominadas BTEX (WITHED e GIBSON, 1991). 

Existe uma relação entre a quantidade de oxigênios que uma oxigenase pode incorporar e o

tamanho da cadeia de n-alcanos em que ela atua. Monoxigenases estão relacionadas à degradação

de moléculas entre 5 e 16 átomos (McDONALD et al., 2006) e dioxigenases degradam  moléculas
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Figura 30  - Esquema simplificado de degradação de hidrocarbonetos iniciada 
pelas oxigenases. Fonte: Das e Chandran, 2011.



maiores, entre 10 e 30 átomos de carbono (MAENG et al., 1996). A Tabela 7 indica resumidamente

todas as vias presentes e o número de genes relacionados com as oxigenases anotadas, utilizando-se

o KAAS Server. 

Processo Número de Genes Anotados

Degradação do Benzoato 26

Degradação do Aminobenzoato 15

Degradação do Cloroalcano e Cloroalceno 7

Degradação  Clorocicloexano  e
Clorobenzeno

6

Degradação do Xileno 8

Degradação do Etilbenzeno 1

Degradação do Nitrotolueno 1

Degradação do Styreno 9

Degradação da Atrazina 5

Degradação do Caprolactam 5

Degradação da Dioxina 3

Degradação do Furfural 1

5.8.4 – GENES PARA BIOSURFACTANTES

De acordo com a Figura 26, existem seis vias neste microrganismo relacionadas a produção

de metabólicos secundários, de onde derivam, normalmente, os biossurfactantes (NIE et al., 2012).

Onze genes anotados pelo  RAAST-Server possuem relação com a  produção de biossurfactantes

(Tabela 8). 

Biossurfactantes são moléculas com capacidade de interações hidrofílicas e hidrofóbicas que
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Gene Enzima e / ou Subunidade Enzimática Relacionada

pfam01757
fabG 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase

Acyltransferase
manB Phosphomannomutase
rafB Glycosyltransferase
Transcriptional regulator, LuxR family Transcriptional regulator, LuxR family
LuxR DNA-binding response regulator, LuxR family
LuxR Sensory box transcriptional regulator, LuxR family
LuxR Transcriptional regulator, LuxR family
OmpA / MotB OmpA/MotB precursor
ImpK / VasF Outer membrane protein ImpK/VasF, OmpA/MotB domain
Non-ribosomal peptide synthetase Non-ribosomal peptide synthetase modules, pyoverdine

Tabela 8 – Genes e / ou locus gênicos e seus correspondentes enzimáticos 
relacionados à produção de biossurfactantes de acordo com RAAST-server.

Tabela 7 – Vias relacionadas à oxigenases presentes de acordo com KAAS 
Server.  



aumentam  a  biodisponibilidade  de  compostos  insolúveis  ou  de  baixa  solubilidade,  como  os

componentes de petróleo (DESAI e BANAT, 1997). São estruturalmente diversos, possuem sua

produção relacionada aos  operons  e sua secreção a grupos particulares de enzimas (NAKANO e

ZUBER, 1993), o que torna a reconstrução das vias de produção mais difícil ao se tratar de um

draft de genoma. Sendo assim, a discussão a seguir enfoca mais na presença de genes individuais

presentes do que na tentativa de reconstruir vias metabólicas.

Os  quatro  primeiros  genes  da  Tabela  8  são  utilizados  na  biossíntese  de  glicolipídios,  a

família LuxR está relacionada com a regulação destas vias (MAIER e SOBERON-CHAVES, 2000;

SATPUTE et al., 2010). Os genes OmpA e  OmpB relacionam-se com a degradação de compostos

hidrofóbicos,  atuando  como  constituintes  na  biossíntese  de  proteínas  externas  da  membrana

plasmática que interagem com estes. 

Genes assinalados como “non-ribosomal peptide synthetase” ou NRPS estão relacionados

com vias “ribomosomo-independentes” de produção de lipopeptídeos, que também interagem com

componentes apolares (SCHNEIKER et al., 2006). Em suma, estes genes podem ser considerados

constituintes base para a produção de biossurfactantes (ROONGSAWANG et al., 2010).

É comum na literatura a relação entre a produção de surfactantes por colônias bacterianas e

sua capacidade de atuação junto ao petróleo e derivados. Pode-se citar a ação de  Pseudomonas

aeruginosa sobre fenantreno e hexadecano (FORTIN et al., 1997; NOORDMAN et al., 2002) e  n-

alcanos e PAHs em Pseudomonas sp. (XIA et al., 2014). 

No gênero Brukholderia, Almatawah (2017) descreve a presença do que chama “bactéria

indígena potente produtora de biossurfactante”, referindo-se a uma Burkholderia cepacia. Hörman

et al. (2010) relacionam a produção de ramnolipídeos com capacidade surfactante em Burkholderia

plantarii e Wattanaphon et al. (2008) descrevem um aumento na solubilização de pesticidas através

de biossurfactantes, produzido por Burkholderia cenocepacia. 

Não foram encontrados  papers na literatura,  enquanto este ítem era escrito relacionando

Burkholderia  gladioli,  biosurfactantes  e  biodegradação  de  petróleo  e  seus  derivados,  como  n-

alcanos ou PAHs, uma evidência que esta colônia deve ser melhor estudada com este enfoque.    

  

5.9 – GENÔMICA COMPARATIVA 

A Tabela 9 relaciona os cinco genomas completos de Burkholderia gladioli  depositados no

NCBI, em comparação ao  draft de Burkholderia gladioli Coa14 quanto ao tamanho, número de

genes e razão de GC.
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A Figura 31 mostra um gráfico em anel gerado através do  BRIG, com todos os genomas

completos de Burkholderia gladioli depositados no NCBI em alinhamento, utilizando como “query”

o genoma de  Burkholderia gladioli Coa14. A legenda mostra variações de cores dos valores de

identidade entre as sequências.
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Linhagem Tamanho do Genoma (Mb) Número de Genes %GC
8.40 7350 68.04
9.05 7938 67.41
8.89 8034 67.41
8.28 7271 67.97
8.85 7653 67.65
8.89 7731 67.62

Burkholderia gladioli Coa14
Burkholderia gladioli BSR3
Burkholderia gladioli ATCC10248
Burkholderia gladioli FDAARGOS389
Burkholderia gladioli KACC11889
Burkholderia gladioli FDAARGOS188

Fig 31: Comparativo entre genomas utilizando o draft de Burkholderia gladioli 
Coa14 como “query”. Dentro para fora: Anel1: de Burkholderia gladioli Coa14, 
Anel2: conteúdo de GC, Anel3: GC skew,  Anel4: genoma de Burkholderia 
gladioli FDAARGOS188,  Anel5: genoma de Burkholderia gladioli KACC889, 
 Anel6: genoma de Burkholderia gladioli FDAARGOS349,  Anel6: genoma de 
Burkholderia gladioli  ATCC10248 e  Anel7: genoma de Burkholderia gladioli 
BSR3. A legenda mostra os valores de identidade entre as linhagens.

Tabela 9 – Dados dos genomas completos das 5 linhagens de Burkholderia 
presentes no banco de dados do NCBI associados ao draft  de Burkholderia 
gladioli Coa14.    



O  draft possui  um tamanho  5,51% menor  do  que  o  da  linhagem  Burkholderia  gladioli

ATCC10248, referência do NCBI e é 7,18% menor do que a linhagem  Burkholderia gladioli BSR3,

que possui o maior genoma depositado publicamente no mesmo banco de dados. A razão de GC é

relativamente a mesma para todos os genomas (Tabela 9).

Em termos de identidade, pode-se perceber a semelhança entre todos os genomas utilizados

e o genoma objeto de estudo deste trabalho, uma vez que a similaridade é mantida entre a maior

porção dos anéis. Regiões marcadas com linhas em branco representam sequências com nenhuma

identidade ou ausentes, quando a comparação é feita com a referência, no caso em questão, Coa14.

 A Figura 32 mostra um gráfico produzido pelo software Mauve mostrando blocos de DNA

dos genomas completos contra si e contra o draft de Burkholderia gladioli Coa14. Ao contrário do

algoritmo que gerou o gráfico anterior, nesta figura os  contigs estão mantidos em  suas posições

originais e são coloridos conforme identidade.

 

Vários blocos foram conservados,  em todos genomas utilizados na análise,  em relação a

nossa  linhagem,  estando,  porém,  rearranjados.  Uma  vez  que  foram  identificadas  sequências

CRISPRs no  draft do genoma da linhagem Coa14, sugere-se que estas estejam relacionadas aos
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Fig 32: Mapa dos genomas de Burkholderia gladioli  mostrando rearranjos: de 
cima para baixo: Burkholderia gladioli Coa14 (1), Burkholderia gladioli 
ATCC10248  (2), Burkholderia gladioli FDAARGOS188  (3), Burkholderia 
gladioli  KACC11889 (4), Burkholderia gladioli BSR3  (5)  e Burkholderia 
gladioli FDAARGOS349 (6). 



rearranjos demonstrados, já que costumam ocorrer devido a infecções por bacteriófagos, durante a

história evolutiva do microrganismo (CHOI et al., 2013).

Foram encontradas 40 repetições de regiões CRISP com tamanho médio de 28 bp, com

regiões espaçadoras com tamanho médio de 32 bp. Surpreendentemente, nenhum tipo de sequencia

CRISPR e nem genes associados foram encontradas no genoma utilizado como referência pelo

NCBI, Burkholderia gladioli BSR3.

A anotação revelou a presença dos genes  CRISPR-associated protein Cas1  (BABU et al.,

2011);  CRISPR-associated  helicase  Cas3  (WESTRA  et  al.,  2012),  Yersinia  Type;  CRISPR-

associated protein Csy1 family (HAURWITZ et al., 2012); CRISPR-associated protein Csy2 family

(HAURWITZ et al.,  2012);  CRISPR-associated protein Csy3 family  (HAURWITZ et al.,  2012);

CRISPR-associated protein Csy4 family  (HAURWITZ et al., 2012).

Análises  do  mesmo  tipo  realizadas  nas  outras  3  principais  linhagens  com  genomas

depositados  no  NCBI,  entre  elas  Burkholderia  gladioli  ATCC10248,  Burkholderia  gladioli

FDAARGOS389  e  Burkholderia  gladioli  KACC11889,  não  encontraram evidências  da  presença

destas regiões.

Apesar da semelhança em termos de sequência propriamente dita, diversos rearranjos são

observados na comparação realizada (Figura 32). Nosso interesse em comparar estes genomas é

encontrar características únicas em nossa linhagem, que possam refletir em adaptações regionais e

que sejam utilizáveis para o desenvolvimento de tecnologias locais de biorremediação do óleo de

Urucu. 

É o que ocorre, por exemplo, quando se compara todos estes genomas utilizando-se como

“query” um arquivo com as sequências gênicas do grupo de oxigenases, encontradas na linhagem

amazônica  (Figura  33).  Uma  vez  que  estas  enzimas  normalmente  estão  relacionadas  com  a

degradação  de  xenobióticos,  é  de  se  esperar  um  aumento  da  robustez  para  lidar  com  danos

ambientais, a medida que um gênero as acumule em detrimento a outros, dentro de uma mesma

família, mas que sofreram diferentes pressões evolutivas.

O gênero Burkholderia é considerado um dos que possui um maior aparato enzimático para

fins de limpeza ambiental (RAJU e SCALVENZI, 2018). A linhagem Coa14 se destaca das demais

pela a presença da Tolueno 4-monooxygenase,  3-phenylpropionate dioxygenase, arachidonate 15-

lipoxygenase e uma possível phthalate. 4,5-dioxygenase / oxygenase (Anexo 1), a primeira enzima

inicia a via de degradação do tolueno.
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A Tabela  10  relaciona  o  tamanho  do  genoma de  20  linhagens  de  bactérias  capazes  de

biorremediar algum tipo de componente de petróleo, juntamente com o fenótipo observado. Estas

linhagens  foram  selecionadas  utilizando-se  como  base  uma  revisão  realizada  por  Xu  e

colaboradores, em 2018. Na linha número 1 desta tabela encontra-se a Burkholderia gladioli Coa14,

cujo  fenótipo  foi  confirmado  apenas  para  a  atuação  junto  aos  n-alcanos,  entre  os  quesitos

explorados.

Uma comparação entre todos estes genomas e a presença de oxigenases, de acordo com as

sequências  para  os  genes  anotadas  em  Coa14,  pode  ser  visualizada  na  Figura  34.  Cada  anel

representa uma linhagem diferente de microrganismo. O primeiro anel, de cor amarela, representa a

bactéria do Lago de Coari, os anéis seguem a mesma ordem da Tabela 10, de dentro para fora. 
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Fig 33: Comparação entre os genomas de Burkholderia gladioli Coa14, 
Burkholderia gladioli FDAARGOS189, Burkholderia gladioli ATCC10248, 
Burkholderia gladioli FDAARGOS349, Burkholderia gladioli BSR3  e 
Burkholderia gladioli KACC11889 quanto à presença de oxigenases, 
representadas pelos números de 1 a 61 (vide: Anexo 2). 



 
Os genes utilizados para a comparação foram anotados do genoma de B. gladioli Coa14, o

que explica a visualização de 100 % de identidade com o primeiro anel, representante do draft desta

linhagem.  De acordo com a  comparação realizada,  as  espécies  Aerobacilus  pallidus,  Gordonia

sihwensis e Rodococcus ruber são as que mais se aproximam da Burkholderia gladioli Coa14, em

termos  de  presença  e  identidade  para  os  genes  destas  enzimas.  Elas  estão  relacionadas  com

biorremediação de compostos mono e poliaromáticos, n-alcanos lineares,  ramificados e cicloexano,

respectivamente. 

A robustez associada a presença das oxigenases também associa-se ao fato de que cada uma

delas  possa  estar  ligada  a  outras  vias  de  degradação,  que  não  sejam  aquelas  principalmente

associadas  a  elas  através  de  cometabolismo,  por  exemplo,  como  ocorre  na  biodegradação  de

organoclorados (ÇEÇEM et al., 2010).
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Linhagem Tamanho do Genoma (pb) Perfil de Degradação
1 – Burkholderia gladioli Coa14 8.460.408 n-alcanos; PAHs?; asfaltenos?
2 – Oleispira antarctica 4.406.383 n-alcanos (C10-C18)
3 – Dietzia sp 3.679.573 n-alcanos (C6-C40)
4 – Aeribacilus pallidus 4.985.863 mono / poliaromáticos
5 – Novosphingobium sp 5.313.905 poliaromáticos
6 – Bacillus mojavensis 3.957.021 poliaromáticos
7 – Sphingomonas sp 4.633.613 poliaromáticos
8 – Rodococcus ruber 5.303.098 ciclohexano
9 – Pseudomonas sp 6.183.388 n-alcanos (C14-C30) / asfaltenos
10 – Staphylococcus sp 2.738.396 asfaltenos
11 – Bacillus sp 4.815.602 asfaltenos
12 – Sphingobium sp 4.348.133 poliaromáticos
13 – Enterobacter sp 4.676.461 asfaltenos
14 – Gordonia sihwensis 4.140.890 n-alcanos lineares / ramificados
15 – Pseudomonas aeruginosa 6.264.404 monoaromáticos
16 – Mycolicibacterium cosmeticum 6.462.090 monoaromáticos
17 – Lysinibacillus sp 4.584.915 asfaltenos
18 – Bacillus licheniformis 4.222.597 poliaromáticos
19 – Cycloclasticus sp 2.363.215 poliaromáticos
20 – Alcanivorax sp 3.095.415 n-alcanos lineares / ramificados
21 – Achromobacter xylosoxidans 6.813.182 mono / poliaromáticos

Tabela 10: linhagens bacterianas, tamanho do genoma e fenótipo quanto à 

capacidade de degradação de componentes do petróleo (adaptada de XU et al., 

2018).
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Fig 34:  Comparação entre 22 genomas linhagens biorremediadoras de 
componentes de petróleo  quanto à presença de oxigenases, representadas 
pelos números de 1 a 61 (Anexo 2). Os genomas nos anéis estão dispostos de 
dentro para fora conforme Tabela 9.  
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6 - CONCLUSÕES 

– A linhagem isolada em meio enriquecido com petróleo da região do Lago de Coari,

identificada como Burkholderia gladioli Coa14 mostrou potencial para a degradação de

n-alcanos de petróleo, sem enriquecimento de meio de cultura.

– A mesma é resistente  a três  antibióticos do grupo das cefalosporinas,  mas apresenta

sensibilidade a nove antibióticos para o grupo das bactérias Gram Negativas.

– O sequenciamento do genoma foi suficiente para cobrir mais de 80% da sequência em

relação ao genoma de referência e permitiu a anotação de mais de 7.500 genes. 

– A  sequência  obtida  como  um  draft revelou  estrutura  similar  a  outros  genomas

sequenciados de Burkholderia gladioli em relação a características importantes, como a

quantidade de genes para as oxigenases.

– A  quantidade  de  genes  anotados  indica  a  presença  de  vias  relacionadas  com  a

degradação de PAHs. 

– A anotação gênica demonstrou potencial para biorremediação de outros componentes do

petróleo, como os BTEX.

– A genômica comparativa indicou superioridade da linhagem isolada do Lago de Coari

em relação a outras bactérias reconhecidamente biorremediadoras de petróleo quanto a

quantidade de genes presentes para as oxigenases.

– A capacidade de resistência da linhagem de  Burkholderia gladioli Coa14 ao óleo de

Urucu está relacionada a genes de degradação de xenobióticos presentes em seu genoma,

que  a  qualificam  para  ingresso  em  programas  de  desenvolvimento  de  processos  /

produtos relacionados à biorremediação de petróleo e seus derivados. 
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ANEXO 1 – LISTA DE GENES ANOTADOS PARA OXIGENASES
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Número Enzima Sigla
1 BPSS1708
2
3 BPSL0846
4 BPSL3059
5 CMQ_2141
6 RCC_07422
7 BM43_RS37260
8 BW23_RS10870-2
9
10
11
12
13
14 BPSS0665
15 BPSS0851
16 PA1S_gp0466
17
18 MYA_5864
19
20 APZ15_RS11675
21 APZ15_RS31815
22 BPSS1110
23 BW23_RS10870
24
25 tol4
26 PA1S_gp1844
27 NH44784_051211
28
29 BMULJ_03473
30 MYA_4580
31
32 LOX1
33 MYA_RS25515
34
35
36 BPSL1646
37 BW23_RS10870-3
38 BMULJ_01051
39
40
41
42
43 BamMC406_4156
44 APZ15_RS11675
45
46
47
48
49 APZ15_RS31815
50 APZ15_RS25330
51 MYA_4482
52
53
54
55
56 Bcep18194_C7073
57
58
59
60
61

Nitrilotriacetate monooxygenase component B
Alkane-1 monooxygenase alkB
Tryptophan 2,3-dioxygenase
Ubiquinone biosynthesis monooxygenase
Arachidonate 15-lipoxygenase precursor
Dioxygenases related to 2-nitropropane dioxygenase
Gentisate 1,2-dioxygenase
Phenylpropionate dioxygenase
Phenylacetate-CoA oxygenase/reductase paaK
Phenylacetate-CoA oxygenase paaJ
Phenylacetate-CoA oxygenase paaI
Phenylacetate-CoA oxygenase paaH
Phenylacetate-CoA oxygenase paaG
Alpha-ketoglutarate-dependent taurine dioxygenase
Nitrilotriacetate monooxygenase component A
Nitric oxide dioxygenase
prob. diox. prob. diox.
Nitrilotriacetate monooxygenase component B
put. oxy. put. oxy.
Alkanesulfonate monooxygenase
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
Gamma-butyrobetaine,2-oxoglutarate dioxygenase
3-phenylpropionate dioxygenase 
3-phenylpropionate dioxygenase ferredoxin hcaC
Toluene-4-monooxygenase
Sulfonate monooxygenase
Lignostilbene-alpha,beta-dioxygenase
Vanillate O-demethylase oxygenase subunit vanA
Cyclohexanone monooxygenase
Fe(2+)/alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase
prob. ring-cleaving dioxy prob. ring-cleaving dioxy
lipoxigenase
2-chlorobenzoate 1,2-dioxygenase reductase component
Benzoate 1,2-dioxygenase beta subunit benB
Catechol 1,2-dioxygenase Bcen_1307
BPSL1646 monooxygenase
3-phenylpropionate dioxygenase
Fer. Sub. Nit. Red. ring-hydroxylating dioxygenases
Ortho-halobenzoate 1,2-dioxygenase beta-ISP OhbA
Ortho-halobenzoate 1,2-dioxygenase beta-ISP OhbB
Catechol 1,2-dioxygenase Bcen_1307-2
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase Bamb_5345
Cysteine dioxygenase
Alkanesulfonate monooxygenase
Homogentisate 1,2-dioxygenase hmgA
Haem oxygenase Bphyt_1281
Put. phthal. 4,5-dioxy. oxy. Put. phthal. 4,5-dioxy. oxy.
put. mon. put. mon.
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
2,4'-dihydroxyacetophenone dioxygenase
Protocatechuate 3,4-dioxygenase
prob. ring-cleav. prob. ring-cleav.
put. monooxy. put. monooxy.
Aromatic ring-cleaving dioxygenase Bamb_4881
Aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase Bamb_5503
Ring hydroxylating dioxygenase
Protocatechuate 4,5-dioxygenase ligBII
Ortho-halobenzoate 1,2-dioxygenase OhbB
Ortho-halobenzoate 1,2-dioxygenase OhbA
phytanoyl-CoA dioxygenase family protein phyh
prob. dioxy. prob. dioxy.



ANEXO 2 - ARTIGO
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Disponível em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5908936/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5908936/
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