
MANAUS-AM 

SETEMBRO/2017 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FERDERAL DO AMAZONAS 
PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIODIVERSIDADE E BIOTECNOLOGIA 

REDE DE BIODIVERSIDADE E BIOTECNOLOGIA DA AMAZÔNIA LEGAL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MICRORGANISMOS DEGRADADORES DE PETRÓLEO ISOLADOS DE 

AMBIENTES AQUÁTICOS DO ENTORNO DA BASE PETROLÍFERA DE URUCU, 

COARI, AMAZONAS-BRASIL 

 
 
 
 
 
 
 

FERDYANNE BEATRIZ SABÓIA PEIXOTO 



MANAUS-AM 

SETEMBRO/2017 

 

FERDYANNE BEATRIZ SABÓIA PEIXOTO 

 
 
 
 
 
 

MICRORGANISMOS DEGRADADORES DE PETRÓLEO ISOLADOS DE 

AMBIENTES AQUÁTICOS DO ENTORNO DA BASE PETROLÍFERA DE URUCU, 

COARI, AMAZONAS-BRASIL 

 
 
 
 
 

Tese de doutorado apresentada ao Curso de Doutorado do 

Programa de Pós-Graduação em Biodiversidade e 

Biotecnologia da Rede de Biodiversidade e Biotecnologia 

da Amazônia Legal - BIONORTE, na Universidade Federal 

do Amazonas-UFAM/Universidade do Estado do Amazonas 

- UEA, como requisito parcial para obtenção do Título de 

Doutora em Biodiversidade e Biotecnologia, na área de 

concentração de Biotecnologia. 

 
Orientador: Prof. Dr. Spartaco Astolfi Filho 
Coorientadores: Prof. Dr. José Odair Pereira 

Prof. Dr. Jean Charles da Cunha Peixoto 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

FERDYANNE BEATRIZ SABÓIA PEIXOTO 

 
MICRORGANISMOS DEGRADADORES DE PETRÓLEO ISOLADOS DE 

AMBIENTES AQUÁTICOS DO ENTORNO DA BASE PETROLÍFERA DE URUCU, 

COARI, AMAZONAS-BRASIL 

 
Tese de doutorado apresentada ao Curso de Doutorado do 

Programa de Pós-Graduação em Biodiversidade e 

Biotecnologia da Rede Biodiversidade e Biotecnologia da 

Amazônia Legal - BIONORTE, da Universidade Federal do 

Amazonas-UFAM/Universidade do Estado do Amazonas - 

UEA, como requisito parcial para obtenção do Título de 

Doutora em Biodiversidade e Biotecnologia, na área de 

concentração Biotecnologia. 

 

Orientador: Prof. Dr. Spartaco Astolfi Filho 
Coorientadores: Prof. Dr. José Odair Pereira 

Prof. Dr. Jean Charles da Cunha Peixoto 
 

 
MANAUS - AM 

SETEMBRO/2017 



DEDICO!  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Aos meus filhos João Fernando e Lara Sofia, pelas 

experiências e desafios oportunizados a cada amanhecer, 

pela compreensão e amor incondicional, por aliviarem os 

momentos difíceis com um simples sorriso de criança. 

Meus filhos, vocês deixam meus dias mais brandos. 

Sem vocês nada teria sentido! 

 
 

Com muito amor e carinho, 



OFEREÇO!  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Aos meus pais Fernando e Maria Elane (In 

Memoriam) por renunciarem seus sonhos em favor dos 

meus, por me apoiarem e incentivarem aos estudos, por me 

ensinarem a viver a vida com simplicidade, dignidade e 

honestidade. 



 

AGRADECIMENTOS 

 
 

Ao Deus pai todo poderoso, pelo dom da vida e oportunidade de 

renovação, aprimoramento espiritual e intelectual ofertado a cada amanhecer; 

 
Ao meu esposo Jean Charles, por sua dedicação como pai e marido. Pela 

colaboração e coorientação.   Por ter me ensinado na prática e na íntegra 

todas as atividades e “segredos” pertinentes à formação de um bom 

microbiologista; 

 
Aos meus irmãos Fagner e Fernanda, por compreenderem minha 

ausência ao longo da minha vida acadêmica, pelo amor, incentivo, apoio, e 

pelos bons momentos vividos juntos; 

 
Ás minhas filhas do coração Elise e Tetê, pelo carinho, solicitude e 

sufrágio constantes ao longo dessa jornada; 

 
Aos meus familiares e amigos pelo estímulo, carinho, momentos 

fraternais, de reflexão e aprendizado. Agradeço especialmente aos meus 

avós Fernando e Margarida Sabóia (In Memorian); à Meire Ane Feitosa, 

Eliane e Sebastião Lima, e Marieth Sabóia (tios); à Ana e Vicente (sogros), à 

Karla Miranda (amiga), e as primas Dayane e Sanayane Lima; 

 
Ao meu orientador, Prof. Dr. Spartaco Astolfi Filho, pela confiança e 

amizade, pelos exemplos de profissionalismo e dedicação ao ensino e à 

pesquisa, por me orientar com sabedoria, e a nobreza de um grande Mestre; 

 
Ao meu coorientador, Prof. Dr. José Odair Pereira, pela serenidade e 

segurança transmitidas na sua coorientação, pela amizade e auxílio; 

 
Aos Professores, Luiz Antônio, Antônia Queiroz, Ieda Batista e Pedro 

Queiroz, pela amizade, conversas construtivas e orientações; 



 

Aos professores Adolfo Mota e Hiléia Barroso, seus alunos Samara 

Santos, Alzira Frota e Vanderlei Sabóia, pela colaboração; 

 
Às Doutoras Marelis Ruiz pela realização da coleta, e Enedina Nogueira 

pelo cumprimento da etapa de sequenciamento; 

 
As alunas Ana Beatriz, Diana Motta, Adrieli Souza, e Laís Belém pela 

convivência e auxílio na rotina do laboratório; 

 
Aos colegas, Júlio Nino, Rogério, Lorena, Mirna, Hallana, Edson, Pamela, 

Jucileuza, João Marcelo, Gabriela, Solange, Ydrielly, Patrícia e Elza pela 

amizade, solidariedade e generosidade; 

 
À Universidade Federal do Amazonas, pela infraestrutura disponibilizada 

para a execução das atividades acadêmicas e laboratoriais; 

 
Ao programa de Pós- Graduação BIONORTE, ao corpo docente, 

discente, e membros da coordenação geral e estadual; 

 
À Universidade Estadual do Amazonas, pela estrutura cedida para 

realização das análises  Cromatográficas; 

 
À Petrobrás pela infraestrutura proporcionada desde o translado de 

Manaus à base Petrolífera de Urucu, pela logística de campo, suporte e 

acompanhamento nas coletas; 

 
A CAPES pela concessão da bolsa, à FAPEAM e ao CNPq pelo 

financiamento do projeto; 

 
A todos que contribuíram direta ou indiretamente na realização desse 

trabalho. 

MUITO OBRIGADA! 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

...“Ainda que tivesse o dom de profecia, e conhecesse todos os 

mistérios e toda a ciência, e ainda que tivesse toda fé, de maneira 

tal que transportasse os montes, e não tivesse AMOR, nada disso 

me adiantaria”... (Paulo de Tarso - Primeira Carta aos Coríntios, 

Cap.13,V.2). 



vi

i 
 

PEIXOTO, Ferdyanne Beatriz Sabóia. Microrganismos degradadores de 
petróleo isolados de ambientes aquáticos do entorno da Base Petrolífera de 
Urucu, Coari, Amazonas-Brasil. 2017. 140f. Tese (Doutorado em 
Biodiversidade e Biotecnologia) - Universidade Federal do Amazonas, 
Manaus, 2017. 

 
RESUMO 

O petróleo possui origem fóssil não renovável, e representa, ainda, a 
maior fonte de energia na atualidade. Os hidrocarbonetos constituintes da 
complexa mistura do petróleo, como os HPA‘s, representam uma ameaça às 
populações humanas, aos animais e ao meio ambiente por se tratar de 
xenobióticos extremamente tóxicos, mutagênicos e carcinogênicos. O 
processo de remoção do petróleo e derivados de ambientes poluídos, requer 
rapidez, eficiência, baixa toxicidade e custos reduzidos. Nesse sentido, 
diferentes abordagens têm sido utilizadas com a finalidade de recuperar áreas 
impactadas com petróleo. O uso de microrganimos degradadores na 
recuperação de ambientes impactados, tem se mostrado um método eficaz, 
por agregar condições ideais. Este trabalho teve como objetivo isolar, 
selecionar e caracterizar, microrganismos degradadores de petróleo, nativos 
de ambientes aquáticos localizados no entorno da Base Petrolífera de Urucu, 
Coari, Amazonas-Brasil. Para isolamento dos microrganismos, as amostras 
de água foram enriquecidas em caldo BH com petróleo, em seguida 
plaqueadas em ágar BH acrescido de 1% de petróleo como fonte única de 
carbono. Os isolados microbianos foram submetidos ao teste qualitativo e 
quantitativo de biodegradação com indicador redox 2,6 diclorofenol indofenol 
– DCPIP. A caracterização das linhagens com potencial degradador foi 
realizada por meio do sequenciamento das regiões gênicas 16S e 18S, para 
bactérias e levedura, respectivamente. A taxa de biodegradação foi obtida por 
meio da análise de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 
massas – CG/MS. Foi realizado o teste de susceptibilidade a antimicrobianos. 
Foram selecionadas por meio do ensaio qualitativo com DCPIP, três 
linhagens com potencial para degradar petróleo, as quais descoloriram o meio 
acrescido de petróleo no tempo máximo de 16 horas. Duas linhagens 
bacterianas foram identificadas como pertencentes às espécies Serratia 
marcescens e Bacillus toyonensis, e uma linhagem leveduriforme como sendo 
da espécie Candida mesorugosa. No teste quantitativo com DCPIP, a 
espécie bacteriana S. marcescens AMS212 reduziu a concentração do DCPIP 
a 13.08 mg.L-1 em 48 horas e a espécie B. toyonensis AM07 foi capaz de 
reduzir a concentração do DCPIP a 7.23 mg.L-1 em 72 horas. No teste de 
susceptibilidade, S. marcescens apresentou resistência múltipla a quatro 
antibióticos diferentes. A espécie C. mesorugosa AM15 degradou 79.4% de 
HPA‘s. Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram a capacidade 
dos isolados em degradar petróleo e derivados, sugerindo sua utilização em 
projetos futuros visando à recuperação de áreas impactadas com esses 
xenobióticos. 

Palavras-Chave: Degradação microbiana, Petróleo, DCPIP, HPAs, CG/MS. 
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ABSTRACT 

Oil has a non-renewable fossil origin, and still represents the largest source of 
energy today. Hydrocarbons constituting the complex petroleum blend, such 
as HPA's, pose a threat to human populations, animals and the environment 
as they are extremely toxic, mutagenic and carcinogenic xenobiotics. The 
process of removing oil and by-products from polluted environments requires 
speed, efficiency, low toxicity and low costs. In this sense, different 
approaches have been used with the purpose of recovering areas impacted 
with oil. The use of degrading microorganisms in the recovery of impacted 
environments has been shown to be an effective method, by aggregating ideal 
conditions. This work aimed to isolate, select and characterize, petroleum 
degrading microorganisms, natives from aquatic environments located near 
the Urucu Petroleum Base, Coari, Amazonas-Brazil. For isolation of the 
microorganisms, water samples were enriched in BH broth with petroleum, 
and then plated on BH agar plus 1% petroleum as the sole carbon source. The 
microbial isolates were submitted to the qualitative and quantitative 
biodegradation test with redox indicator 2,6 dichlorophenol indophenol - 
DCPIP. The characterization of the strains with degradation potential was 
performed by sequencing the 16S and 18S gene regions for bacteria and 
yeast, respectively. The rate of biodegradation was obtained by gas 
chromatography coupled to GC/MS mass spectrometry. The antimicrobial 
susceptibility test was performed. Three lines with potential to degrade oil 
were selected by means of the qualitative test with DCPIP, which discolored 
the medium plus oil in the maximum time of 16 hours. Two bacterial strains 
were identified as belonging to the species Serratia marcescens and Bacillus 
toyonensis, and a yeast strain as Candida mesorugosa. In the quantitative 
assay with DCPIP, the bacterial species S. marcescens AMS212 reduced the 
DCPIP concentration to 13.08 mg.L-1 in 48 hours and the B. toyonensis AM07 
species was able to reduce the concentration of DCPIP to 7.23 mg.L-1 in 72 
hours. In the susceptibility test, S. marcescens presented multiple resistance 
to four different antibiotics. The species C. mesorugosa AM15 degraded 
79.4% of HPA's. The results obtained in the present study demonstrated the 
ability of the isolates to degrade oil and derivatives, suggesting their use in 
future projects aiming at the recovery of impacted areas with these 
xenobiotics. 

 
 

Keywords: Microbial degradation, Petroleum, DCPIP, HPAs, CG- MS. 
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INTRODUÇÃO 
 

 

Os combustíveis fósseis representam na atualidade, mais de 50% da 

matriz energética mundial. O petróleo e seus derivados mobilizam a economia 

do planeta, ora na geração de energia para uso industrial ou doméstico, ora 

na movimentação dos meios de transporte, coletivos e individuais. A intensa 

manipulação do petróleo, desde sua obtenção nos poços de perfuração, 

passando pelos processos de refino, e finalmente o transporte ao destino 

final, geram resíduos de menor ou maior monta que causam danos ao meio 

ambiente. Todavia, os derrames acidentais de petróleo ainda têm sido a 

principal origem de impactos ambientais que atingem grandes proporções, 

como o acidente ocorrido com o navio petroleiro Exxon Valdez em 1989, que 

derramou cerca de 11 milhões de petróleo bruto no mar, atingindo 

aproximadamente 15% da costa do golfo do Alasca e exterminando milhares 

de animais marinhos e aves, danos irreparáveis à fauna e flora daquele 

ecossistema (IEA, 2017; CALIXTO, 2011; SOUZA FILHO, 2006; SEABRA, 

2005). 

 
 

No Brasil há vários registros de vazamentos de óleo em pequenas e 

grandes proporções, como os que ocorreram com os petroleiros Takimyia 

Maru em 1974 e Brazilian Marina em 1978, no Canal de São Sebastião, litoral 

paulista, ao colidirem com rochas submersas. Estima-se que em cada um 

destes eventos tenham vazado aproximadamente 6.000 toneladas de petróleo 

(POFFO, 2002). 

 
Os combustíveis fósseis têm desencadeado desastres ambientais, 

afetando todos os níveis tróficos da cadeia alimentar, tornando-se premente o 

uso de biotecnologias que visem minimizar os danos causados ao meio 

ambiente. Nesse contexto, a biorremediação se destaca como uma tecnologia 

limpa, com baixa toxicidade e custos reduzidos, que aproveita a atividade 

microbiana natural, em favor do restabelecimento e equilíbrio do ambiente 

impactado (GAYLARDE et al., 2005, BENTO et al, 2003, BRITO et al., 2010). 

O emprego dos microrganismos nas tecnologias de biorremediação está 
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associado à facilidade de propagação, variabilidade genética e versatilidade 

metabólica que os capacitam a desenvolver funções únicas e cruciais na 

degradação da complexa mistura de hidrocarbonetos existentes no petróleo, 

sejam eles alifáticos, cíclicos ou aromáticos (BATISTA, 2009; ALEXANDER, 

1994). 

 
A eficácia comprovada, de que os microrganismos são capazes de 

degradar diferentes compostos do petróleo, e que esses microrganismos 

degradadores, estão amplamente distribuídos na natureza, podendo ser 

isolados facilmente de amostras de solos, água, plantas e sedimentos 

(HESHAM et al., 2006; 2009; DAS & CHANDRAN, 2011, FLOODGATE,1984; 

ZOBELL, 1946; BATISTA, 2009; ARAÚJO, 2014; SOUZA, 2015), tem 

favorecido o desenvolvimento de muitas pesquisas na área de 

biorremediação, inclusive na Amazônia, com vista a obtenção de novas 

linhagens microbianas degradadoras, que se mostrem bem adaptadas às 

mais diversas condições de pressão ambiental determinadas pelos 

derramamentos acidentais de petróleo e derivados, bem como linhagens 

produtoras de compostos bioativos como biossurfactantes e enzimas (LIMA et 

al., 2016; LIMA, 2016; SOUZA, 2015, BRITO, 2013; ARAÚJO, 2014; 

BATISTA, 2009). Nesse contexto, esta pesquisa vem contribuir com novas 

linhagens microbianas degradadoras de petróleo, nativas da Amazônia 

Central, que poderão futuramente, ser utilizadas em tecnologias de 

remediação. 

 
O presente trabalho foi organizado em três capítulos que compilam 

informações referentes ao potencial de biodegradação dos hidrocarbonetos 

do petróleo pelas linhagens microbianas Candida mesorugosa; Bacillus 

toyonensis e Serratia marcescens, isoladas do dique de efluente e do igarapé 

localizados no entorno da Base Petrolífera de Urucu, município de Coari – 

Amazonas. Os capítulos foram formatados de acordo com as normas das 

revistas às quais foram submetidos. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
Aspectos Gerais da Origem do Petróleo e sua Exploração na 

Amazônia 

 
O petróleo é um recurso não renovável, originado a partir da 

decomposição da matéria orgânica fossilizada há milhões de anos. É 

caracterizado como um líquido oleoso, inflamável, menos denso que a água, 

com tonalidades que vão do preto ao castanho (ATLAS, 1981; CRAPEZ et al, 

2002; ZÍLIO & PINTO, 2002; VAN HAMME et al., 2003).O petróleo é 

constituído por diferentes compostos, incluindo os n-alcanos, c-alcanos, 

compostos aromáticos, resinas, asfaltenos entre outras frações (PLAZA et al, 

2007; DAS & CHANDRAN, 2011; LIANG et al., 2012). De acordo com United 

Nations Environment Programme Chemicals - UNEP (2002) os principais 

HPAs presentes no petróleo bruto são o naftaleno, o fenantreno e seus 

derivados alquilados. Os diversos tipos de petróleo existentes no mundo são 

definidos pela variação de compostos orgânicos tais como os 

hidrocarbonetos, cujas frações leves formam os gases e as frações pesadas o 

óleo cru. A distribuição destes percentuais de hidrocarbonetos é o que 

caracteriza os tipos de petróleo existentes no mundo (PEREIRA et. al., 2012). 

 
O petróleo é considerado a matéria prima da indústria petrolífera por se 

tratar da principal fonte de energia em todo o mundo. Nos dias atuais é difícil 

determinar algo que não dependa direta ou indiretamente do petróleo 

(PEREIRA et. al., 2012). Entre outros produtos podemos citar os solventes, 

óleos combustíveis, gasolina, óleo diesel, querosene, gasolina de aviação, 

lubrificantes, asfalto e plástico como os principais derivados obtidos a partir do 

refino do petróleo (PEREIRA et. al., 2012). 

 
A exploração mundial do petróleo data do século XIX, onde teve início as 

buscas por jazidas e perfuração de poços de petróleo. Desde então, a 

indústria petrolífera sofreu grande expansão e se estabeleceu nos cinco 

continentes, sobretudo nos Estados Unidos e Europa, principalmente após a 

invenção dos motores a gasolina e a óleo diesel (PEREIRA et. al, 2012). A 
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busca por fontes de petróleo no Brasil iniciou na década de 1860, porém 

somente em 1939, na localidade de Lobato, no Recôncavo Baiano, foi 

descoberta a primeira jazida de petróleo em território brasileiro (MORAIS, 

2013). Na região amazônica, norte do país, a busca por jazidas de petróleo 

data do início do século XX, onde a Bacia do Amazonas foi pioneira nessa 

exploração (PETROBRÁS, 2005). Nessa época a província petrolífera de 

Urucu era apenas um campo de estudos, pesquisas e tentativas de 

exploração de petróleo na região amazônica (PETROBRÁS, 2005). 

 
Os principais eventos históricos da exploração do petróleo na região 

amazônica iniciaram em 1917 quando o Serviço Mineralógico do Brasil, órgão 

do governo federal, criado em 1905 para localizar jazida de carvão e outros 

combustíveis, foi responsável pela perfuração do primeiro poço nessa região 

(PETROBRÁS, 2005). Em 1925 o Serviço Mineralógico do Brasil, inaugurou 

na cidade de Itaituba, no Pará, a primeira cidade com iluminação pública a 

gás natural (PETROBRÁS, 2005). Em 1934 foi iniciada a exploração de 

petróleo nos grandes rios do Amazonas (PETROBRÁS, 2005). 

 
Os primeiros levantamentos sísmicos na Amazônia, realizados com intuito 

de encontrar gás natural e petróleo ocorreram no ano de 1948 (PETROBRÁS, 

2005). No ano de 1955, na localidade de Nova Olinda, situada na margem do 

rio Madeira, a 125 km de Manaus, Amazonas, foi descoberto o primeiro poço 

(NO-1-AZ) com uma pequena acumulação de petróleo, à profundidade de 

2.700 metros (MORAIS, 2013; GARCIA, 2008). As primeiras descobertas 

significativas de petróleo e de gás natural no Amazonas aconteceram no final 

da década de 1970, época em que as pesquisas na bacia do Solimões se 

intensificaram (GARCIA, 2008; RIMA, 2004). 

 
O ano de 1978 registra o crescimento das pesquisas na Bacia do 

Solimões estimulados pela descoberta uma reserva de gás natural na bacia 

do Rio Juruá (GARCIA, 2008, RIMA, 2004). No ano de 1986 ocorreu a 

descoberta da primeira jazida de óleo e gás em escala comercial, localizada 

nas proximidades do rio Urucu (GARCIA, 2008). Em 1988 foi iniciada a 
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produção comercial de petróleo na Província Petrolífera de Urucu com 

produção inicial de 3.500 barris de petróleo por dia, os quais eram 

transportados por meio de pequenas balsas, pelos rios Urucu e Solimões até 

a Refinaria Isaac Sabbá, situada na cidade de Manaus (PETROBRAS, 2008). 

A descoberta de gás em escala comercial viável ocorreu no Campo de Azulão 

(poço 1-RUT-1-AM), Bacia do Amazonas em 1999 (ANP, 2015). Em 2001 foi 

descoberta uma segunda acumulação de gás comercial no Campo de Japiim 

poço 1-BRSA- 98-AM (1-IMP-1-AM) (ANP, 2015). 

 
Atualmente a Província Petrolífera de Urucu denominada também de 

Base Operacional Geólogo Pedro de Moura está localizada no Município de 

Coari, situado a 653 km em linha reta a sudoeste de Manaus 

(4º30´S/64º30´W), constitui um sistema ativo de Produção de petróleo e gás 

da Petrobrás pertencente à Unidade de Exploração e Produção da Bacia 

amazônica (PETROBRAS, 2008). Esse complexo petrolífero faz do estado do 

Amazonas, o único produtor de petróleo e gás da Amazônia brasileira com 

reservas estimadas em 187,5 milhões de barris de petróleo e 89,7 bilhões de 

metros cúbicos de gás natural difundidas nas Bacias Sedimentares do 

Solimões e do Amazonas (Figura 1 A-B, Figura 2) (ANP, 2012; PETROBRÁS, 

2008). 

 
O petróleo prospectado em Urucu – AM, descoberto em 1987, é 

constituído por 64,8% de compostos parafínicos (leves); 20,2% de compostos 

naftênicos (médios) e 15% de hidrocarbonetos aromáticos (pesados), é 

considerado nobre por ser de alta qualidade, possui energia para fluir 

espontaneamente e é analisado como mais leve dentre os óleos processados 

nas refinarias do país (PETROBRÁS, 1997). O petróleo de Urucu é utilizado 

especialmente na produção de artigos com alto valor comercial agregado 

como o óleo diesel, a nafta petroquímica, a gasolina e o GLP – gás de 

cozinha (PETROBRÁS, 2008). 
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Figura 1: A) Vista aérea da Base Petrolífera de Urucu. Fonte: (www.petrobras.com.br). B) 
Localização da Província Petrolífera de Urucu - Coari /AM. Fonte: Prado, (2009), com 
modificações. 

 

 

Figura 2: Base Petrolífera de Urucu. Fonte: Google Maps 2017. 

A 

http://www.petrobras.com.br/
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Hidrocarbonetos do petróleo 

 

Os hidrocarbonetos são definidos como compostos orgânicos constituídos 

por carbono e hidrogênio, são apolares e hidrofóbicos. Tendem a se associar 

as fases sólidas, tais como as partículas em suspensão, os tecidos biológicos 

e os sedimentos. Entre as principais fontes de hidrocarbonetos podemos citar 

os combustíveis fosseis, tais como, petróleo, gás natural, hulha e xisto 

betuminoso (BENTO, 2005; ANDRADE, 2008; PAULINO, 2011). Os 

hidrocarbonetos são os principais constituintes do petróleo e podem sem 

classificados em alifáticos, cíclicos e aromáticos. 

 
Os hidrocarbonetos alifáticos (cadeia aberta) incluem os alcanos (ligações 

simples), os alcenos (ligação dupla) e alcinos (ligação tripla). Os alcanos ou 

parafinas são hidrocarbonetos saturados, formados por cadeias carbônicas 

acíclicas, ramificadas ou não, apresentam ligações simples entre seus átomos 

de carbonos, sua formula geral compreende CnH2n+2. Os alcanos podem se 

apresentar nos estados líquido (5-15 átomos de carbono), gasoso (1-4 

átomos de carbono) ou só lido (+ 16 átomos de carbono). Os alcanos são 

constituintes do petróleo e do gás natural. O petróleo parafínico, por sua vez, 

apresenta até 90% de alcanos. Quanto ao gás natural, seu principal 

constituinte é o metano. O metano (CH4) é caracterizado como uma 

substância gasosa, inodora, incolor e extremamente inflamável (FELTRE, 

2004, USBERCO & SALVADOR, 2002). 

 
Os hidrocarbonetos cíclicos compreendem os cicloalcanos (ligações 

simples), cicloalcenos (ligação dupla) e os, cicloalcinos (ligação tripla); Os 

cicloalcanos também conhecidos como naftênicos são hidrocarbonetos 

cíclicos e apresentam ligações simples em sua conformação. Os cicloalcanos 

constituem pouco mais de 25% do petróleo bruto (ARRUDA, 2008; SOUTO & 

DUARTE, 2006; FELTRE, 2004; MORRISON, 1972; SOLOMONS, 1996). 

 
Hidrocarbonetos   policíclicos   aromáticos   –   (HPAs)   são   estruturas 

constituídas por moléculas de carbono e hidrogênio formadas por dois ou 

mais anéis aromáticos condensados com cinco ou seis átomos de carbono, 



25  

podendo estar ou não substituídos por radicais alquilas (metil, etil, dimetil, 

trimetil, etc.) ou conter heteroátomos (NETTO et al., 2000; HARITASH & 

KAUSHIK, 2009; BARROSO, 2010). Os HPAs alquilados apresentam uma 

cadeia aberta, curta, de n-alcanos, que se encontram associados ao conjunto 

de anéis aromáticos, já os HPAs parentais são caracterizados por não 

apresentarem ramificações (OLIVEIRA, 2007). Os HPAs considerados de 

baixo peso molecular (LMW) possuem em sua conformação 2-3 anéis 

aromáticos e são geralmente encontrados na fase gasosa (antraceno, 

acenafteno, acenaftaleno, fluoreno, naftaleno e fenantreno) enquanto que os 

HPAs considerados de alto peso molecular (HMW) são formados por 4-6 

anéis aromáticos (pireno, fluoranteno, benzo(a)antraceno, 

benzo(g,h,i)perileno) e são adsorvidos na superfície de partículas em 

suspensão (NETTO et al., 2000; PAVLIDOU et al., 2002; CELINO & 

QUEIROZ, 2006; ALMEIDA et al., 2007, BOUROTTE et al., 2009, SOUZA, 

2015). 

 
Os HPAs são classificados como Substâncias Tóxicas Persistentes 

(STPs), representam perigo à saúde humana, aos animais e ao meio 

ambiente, mesmo em concentrações muito baixas, devido a sua alta 

toxicidade (ALMEIDA et al., 2007, BRITO et al., 2005). Este importante grupo 

de hidrocarbonetos compreendem um grupo formado por mais de 100 

compostos orgânicos diferentes, dos quais um grupo de 16 HPAs com peso 

molecular variando entre 128 e 278 g/mol, foi considerado pela Agência de 

Proteção Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA) como poluentes 

prioritários, devido a sua toxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade 

(Figura 3) (PASSARINI et al., 2011; TING, et al., 2011; HARITASH & 

KAUSHIK, 2009; HESHAM et al. 2009; CARUSO & ALABURDA, 2008; 

JAQUES et al., 2007; MEIRE et al., 2007; NETTO et al., 2000; STAPLETON 

et al, 1998; IARC 1983). Os principais HPA‘s encontrados no petróleo são 

naftaleno, fenantreno e seus derivados alquilados (UNEP, 1991; PETERS e 

MOLDOWAN, 1993). 
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Figura 3: Principais Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos classificados pela Agência de 
Proteção Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA). Fonte: Meire et al., (2007). 

 

Estudos ressaltam que a propagação dos HPAs no ambiente é originada 

a partir da atividade antrópica e ocorre por meio de várias rotas como 

derrame de petróleo e seus derivados, exaustão de motores a diesel e 

gasolina, queima do carvão, incineração de plantas e rejeitos agroindustriais 

entre outros processos industriais (pirogênica) (BRITO et al., 2005;   NETTO, 

et al., 2000). Os HPAs pirogênicos são formados por compostos de alto peso 

molecular, possuem 4-6 anéis aromáticos, baixo grau de alquilação (NEFF, 

1979), e são mais complexos de serem biodegradados, devido ao difícil 

acesso dos microrganismos a esses compostos (BOULOUBASSI & SALIOT, 

1993). Já os HPAs de origem petrogênica exibem em sua estrutura molecular 

2-3 anéis aromáticos, alquilsubstituintes e/ou de heteroátomos (NEFF, 1979). 

Quando essa importante classe de xenobióticos, é liberada no ambiente 

aquático associam-se as partículas na atmosfera ou ainda, a matéria 
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orgânica, sedimento, devido sua baixa solubilidade em água e natureza 

hidrofóbica (ALMEIDA et al., 2007). No solo, esses contaminantes tendem a 

concentrar-se nas zonas saturadas e não saturada (BRITO et al., 2010). 

 
Microrganismos degradadores de petróleo 

 

Há décadas tem sido reportado o potencial metabólico dos 

microrganismos capazes de utilizar compostos do petróleo como fonte de 

carbono e energia (ZOBELL, 1946; ATLAS, 1981; RISER-ROBERTS,1998; 

JAHANGEER & KUMAR, 2013; PANKAJ & BAJPAI, 2012; MACNAUGHTON 

et al., 1999). Desde então, os microrganismos degradadores de 

hidrocarbonetos, vêm sendo empregados em tecnologias de remediação, de 

áreas impactadas, por apresentarem baixa toxicidade, e efetividade na 

remoção dos contaminantes (OLAJIRE & ESSIEN, 2014; DAS & CHANDRAN, 

2011; BENTO et al., 2003). 

 
De acordo com Atlas (1981) e Riser-Roberts (1998) os microrganismos 

com potencial de degradação podem ser corriqueiramente encontrados em 

áreas impactadas, bem como em áreas não impactadas. Todavia, observa-se 

que em ambientes não impactados, a população microbiana degradadora 

pode chegar a constituir menos de 1% da comunidade. Enquanto que em 

ambientes contaminados, ou seja, com disponibilidade de hidrocarbonetos, os 

microrganismos degradadores, proliferam-se rapidamente (ATLAS, 1995; 

BRITO et al., 2010; RITTMANN, 1992) podendo chegar a constituir 100% da 

comunidade microbiana. 

 
Diferentes estudos reportam que os microrganismos nativos, melhor 

adaptados ou que foram expostos previamente ao petróleo, apresentam 

maiores taxas de biodegradação se comparados a comunidades não 

expostas a esses compostos (OLAJIRE & ESSIEN, 2014; BRITO et al., 2010; 

KATAOKA , 2001; SEABRA, 2001; ATLAS, 1995; RITTMANN, 1992). Esse 

fato pode ser explicado devido algumas populações microbianas terem 

preferência somente por compostos do petróleo, enquanto que outras 

populações utilizam além do petróleo, outras fontes de alimento (ZAKI et al., 
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2015a; 2013b; JAHANGEER & KUMAR, 2013; PANKAJ & BAJPAI, 2012; 

YAKIMOV et al , 2007; HOPPER, 1991; LEAHY & COLWELL, 1990; SMITH, 

1990; ATLAS & BARTHA, 1972; ATLAS, 1981). 

 
Os microrganismos são capazes de degradar hidrocarbonetos aromáticos 

ou alifáticos (cadeias longas, curtas, lineares ou ramificadas), contudo, as 

moléculas de cadeia alifática são mais susceptíveis ao ataque microbiano, por 

se tratarem de estruturas químicas com menor complexidade (RAMSAY et.al,, 

2000), Segundo Das e Chandran (2010), o ataque microbiano aos 

hidrocarbonetos se dá de acordo com sua susceptibilidade sendo, portanto, 

biodegradados na seguinte ordem: n-alcanos >alcanos ramificados > 

aromáticos de baixo peso molecular> cicloalcanos> aromáticos de alto peso 

molecular. Contudo, os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos de alto peso 

molecular (HPAs), podem não ser degradados. 

 
Dentre os microrganismos degradadores, há uma predominância das 

bactérias nos ambientes marinhos, enquanto que os fungos filamentosos e 

leveduras são predominantes em ambientes de água doce e terrestres 

(OLAJIRE & ESSIEN, 2014; BRITO et al., 2010; KATAOKA, 2001; SEABRA, 

2001; ATLAS, 1995; RITTMANN, 1992). Os principais gêneros microbianos 

descritos na literatura com habilidade de degradar compostos do petróleo são: 

Acidovorans, Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, 

Arthrobacter, Achromobacter, Beijemickia, Burkholderia, Bacillus, 

Comomonas, Corynebacterium, Cycloclasticus, Flavobacterium, Gordonia, 

Microbacterium, Moraxella, Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas, 

Nocardia, Paracoccus, Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, 

Rhodococcus, Sphingomonas, Stenotrophomonas, Streptomyces, Vibrio, 

Blastochloris, Azoarcus, Dechloromonas, Geobacter, Desulfobacula, 

Desulfobacterium, Candida, Rhodotorula, Sporobolomyces, Aspergillus, 

Trichoderma, Mortierella, Penicillium, Paecilomyces, Fusarium, 

Rhodosporidium, Saccharomyces, Trichosporon, Cladosporiumm, Mucor e 

Rhizopus (CRAPEZ et al.,   2002; VAN HAMME et al.,   2003; SANTOS & 
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LINARDI, 2004; JACQUES et al., 2007; MANDRI & LIN, 2007; SEO et al., 

2009; DAS & CHANDRAN ,2011). 

 
Serratia marcescens 

 
 

Serratia marcescens, é um bacilo Gram-negativo, anaeróbio facultativo, 

de crescimento quimioautotrófico, pertencente à família Enterobacteriaceae 

(HEJAZI & FALKINER, 1997). S. marcescens, tem sido descrita como uma 

bactéria saprófita, (HEJAZI & FALKINER, 1997), cosmopolita, podendo ser 

encontradas em ambientes aquáticos e solos, ou associadas a plantas, 

insetos, humanos e outros animais (Figura 4) (GRIMONT & GRIMONT, 1992; 

ASHELFORD et al., 2002, IGUCHI et al., 2014). 

 
A espécie S. marcescens tem sido reportada como a mais importante 

dentre as espécies do gênero Serratia devido sua capacidade de produzir 

compostos bioativos, como a prodigiosina, um pigmento vermelho natural, 

Serrawettina, um biotensoativo que lhe confere aderência no processo de 

colonização de superfícies, enzimas, como as proteases, nucleases, lipases, 

quitinases, benzonases e cloroperoxidases (MONTANER et al., 2000; PÉREZ 

-TOMÁS et al., 2003; MOROHOSHI et al., 2007; KALIVODA et al., 2010; 

ARAÚJO, 2010). 

 
Além das habilidades descritas acima, S. marcescens tem sido 

mencionada como sendo capaz de utilizar uma ampla gama de nutrientes, 

podendo sobreviver e crescer em condições extremas, inclusive em 

desinfetantes e antissépticos (HEJAZI & FALKINER, 1997). S. marcescens 

tem potencial para degradar diferentes hidrocarbonetos, utilizando-os como 

fonte de carbono e energia para sua manutenção e sobrevivência (DE LA 

FUENTE et. al, 1991; IJAH, 1998, WONGSA et al., 2004; JAYSREE et al., 

2015). Wongsa et al., (2004) ressaltam que   a espécie S. marcescens é 

capaz de degradar um amplo espectro de hidrocarbonetos, principalmente 

compostos aromáticos, e alcanos de cadeia longa. De La Fuente et al., (1991) 
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reportam a capacidade da S. marcescens oxidar compostos de aldeídos 

aromáticos. 

 
S. marcescens é um patógeno oportunista, relatado como um 

importante agente de infecções relacionadas à saúde humana como 

pneumonia, septicemia, urinária, meningite dentre outras (CARVALHO et al., 

2010; HEJAZI & FALKINER, 1997; SALGADO, 2013). Essa espécie 

bacteriana apresenta alto nível de resistência aos antimicrobianos, dentre eles 

os antibióticos β-lactâmicos de espectro estendido, drogas usadas em 

neonatologia, e agentes antissépticos (CARVALHO et al., 2010). 

 
De acordo com Santos (2004) a resistência apresentada por alguns 

microrganismos pode estar relacionada a fatores genéticos, pelo fato desses 

microrganismos possuírem genes que codificam mecanismos bioquímicos 

impedindo a ação dos antibióticos. A resistência bacteriana aos 

antimicrobianos pode ser originada devido à ocorrência de mutações, 

transferência de genes, ou mecanismos naturais (TAVARES, 2000). 

 

Figura 4: Serratia marcescens isolada de amostras de água do igarapé localizado no entorno 
da Base Petrolífera de Urucu, Coari –AM. 
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Bacillus toyoneneis 

 
 

Bacillus toyonensis é uma bactéria Gram positiva formadora de 

endósporos, não patogênica (Figura 5), proposta como uma nova espécie do 

grupo filogenético Bacillus cereus (JIMÉNEZ et al., 2013a). B. toyonensis foi 

isolada pela primeira vez no Japão , em 1966 , como B. cereus var. toyoi (BCT- 

7112 strain) e tem sido utilizada como probiótico na nutrição animal desde 

1975, quando foi oficialmente aprovada pelo Ministério Japonês da Agricultura 

e Florestas como Toyocerin® (JIMÉNEZ et al., 2013a; JIMÉNEZ et al., 2013b). 

 
Okaiyeto et al. (2015) registraram a ocorrência de B. toyonensis em 

amostras de sedimentos de ambiente marinho na África do Sul. Os autores 

reportam a capacidade   de B. toyonensis em produzir biofloculantes. Adewale 

et al. (2015) descreveram B. toyonensis, como uma bactéria endofítica, isolada 

de uma planta medicinal denominada Mentha spicata. 

 
Kreischer e Silva (2017) isolaram B. toyonensis de amostras de solo 

contaminadas com agrotóxicos. Os autores mencionaram essa espécie como 

sendo produtora de biossurfactante. A produção de biossurfactante por 

microrganismos é de suma importância no processo de biodegradação, pois 

ajuda na emulsificação, reduzindo a recalcitrância e facilitando a oxidação dos 

hidrocarbonetos. 

 
 

Figura 5: Bacillus toyonensis isolado de amostras de água do dique de efluente da 

Base Petrolífera de Urucu, Coari-AM. 
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Candida mesorugosa 

 
 

A espécie Candida mesorugosa é caracterizada por suas colônias 

lisas, de cor creme, opacas e suaves. São formadoras de blastosporos e 

pseudo-hifas abundantes, e possuem capacidade de assimilar D-glucose, D- 

sorbitol, D-xilose e D-manitol (Figura 6) (CHAVES et al., 2013). 

 
C. mesorugosa foi descrita recentemente por Chaves et al. (2013) 

como uma nova espécie similar a C. rugosa. Os autores isolaram a cepa de 

amostras de sangue humano num hospital terciário no Brasil. Adjapong et al. 

(2016) isolaram cepas de C. mesorugosa de amostras de urina em Gana na 

África. Essa espécie microbiana é membro do complexo de espécies da C. 

rugosa, juntamente com as espécies C. rugosa, C. pseudorugosa, e C. 

neorugosa (ADJAPONG et al. 2016). 

 
Candida rugosa tem sido reportada como um patógeno fúngico 

humano e emergente, responsável por um número crescente de infecções 

causadas por Candida (ADJAPONG et al. 2016; CHAVES et al., 2013). 

 
Muitas espécies de leveduras, dentre elas espécies do gênero 

Candida, com capacidade para degradar hidrocarbonetos tem sido isoladas 

de diferentes ambientes (HESHAM et al., 2009; ZINJARDE & PANT, 2002; 

PALITTAPONGARNPIM, et al., 1998). MacGillivray e Shia (1993) reportaram 

o potencial das espécies do gênero Candida, dentre outros genêros 

leveduriformes, isoladas a partir de sedimentos costeiros, em degradar HPAs. 

 
Gargouri et al. (2015) mensionam a capacidade de linhagens 

pertencentes aos gêneros Cândida e Trichosporon isoladas a partir de 

efluentes industriais de refinaria, capazes de degradar fenantreno, antraceno, 

fluoranteno. 
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Figura 6: Candida mesorugosa isolada de amostras de água do dique de efluente 
da Base Petrolífera de Urucu, Coari, AM. 

 
 

 

Mecanismo de biodegradação dos hidrocarbonetos 

 
 

A degradação dos compostos do petróleo por populações microbianas 

nativas é um mecanismo primário de eliminação desses poluentes do 

ambiente (ATLAS, 1981). O mecanismo de biodegradação pode ocorrer por 

respiração aeróbia ou anaeróbia. Contudo em condições aeróbias, a 

biodegradação dos poluentes orgânicos é mais rápida e completa (DAS & 

CHANDRAN, 2011). 

 
O princípio metabólico da biodegradação aeróbia é iniciado com a 

oxidação dos hidrocarbonetos promovida por reações enzimáticas de ativação 

e incorporação do oxigênio, catalisadas por enzimas oxidases e peroxidases. 

Quando ocorre a incorporação de uma molécula de oxigênio, a enzima 

monoxigenase ataca os substituintes metil do hidrocarboneto, resultando na 

degradação do tolueno e xileno. Se forem incorporadas duas moléculas de 

oxigênio, a enzima dioxigenase ataca os anéis aromáticos, resultando na 
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degradação do benzeno (DAS & CHANDRAN, 2010; FRITSCHE & 

HOFRICHTER, 2000; OLAJIRE & ESSIEN, 2014). 

 
As vias periféricas de degradação convertem os poluentes orgânicos, em 

intermediários do metabolismo central, como o ciclo do ácido tricarboxílico. A 

biossíntese da biomassa celular ocorre a partir de metabólitos precursores, 

como o acetil-coA, sucinato e piruvato. Os açúcares necessários para a 

biossíntese e crescimento, são sintetizados pela glicogênese (Figura 7) (DAS 

& CHANDRAN, 2010; FRITSCHE & HOFRICHTER, 2000; OLAJIRE & 

ESSIEN, 2014). 

 

 

Figura 7: Princípio da degradação aeróbia dos hidrocarbonetos. Fonte: Das e Chandran 

(2011), com adaptações. 
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No mecanismo de oxidação anaeróbia de compostos orgânicos, o 

nitrato , o sulfato, o ferro (III) e o dióxido de carbono podem atuar como 

aceptores terminais de elétrons. Nesse processo, o CO2 é reduzido a metano, 

o sulfato é reduzido a sulfeto e o nitrato a nitrogênio molecular ou íon amônio. 

Quando substratos fosforilados tem a função de aceptores finais de elétrons, a 

degradação ocorrerá por via fermentativa resultando em compostos como CO2, 

acetato, etanol, propionato e butirato (ENGLERT et al.,1993). 

 

 
Fatores que influenciam na biodegradação 

 
 

A biodegradação do petróleo é um processo complexo, o qual depende 

de diferentes fatores como temperatura, oxigênio, pH, disponibilidade de 

nutrientes, e umidade, que podem influenciar direta ou indiretamente no 

metabolismo microbiano, e na eficiência da biodegradação (KENNISH, 1996, 

ATLAS, 1994, AZEVEDO, 2010). 

 
Temperatura - a temperatura influência na biodegradação devido ao seu 

efeito no metabolismo microbiano, composição da microbiota e nas 

características física e química do petróleo (SORKHOH et al., 1993; OKOH, 

2006). Em geral a biodegradação dos hidrocarbonetos pode ocorrer em 

diferentes temperaturas, contudo, em temperaturas mais elevadas obtem-se 

melhores taxas de biodegradação (ATLAS, 1991, OKOH, 2006). Assim, as taxas 

de degradação mais altas já registradas estão entre as faixas de 30 a 40 oC em 

ambientes terrestres, 20 a 30 oC em alguns ambientes de água doce, e 15 a 20 

oC em ambientes marinhos (OKOH, 2006). 

 
Oxigênio - o teor de oxigênio dissolvido favorece uma rápida oxidação dos 

hidrocarbonetos (ATLAS, 1984; BENTO, 2005). 

 
pH - os microrganismos são capazes de crescer em diferentes faixas de 

pH, contudo as melhores taxas de degradação são conseguidas entre o pH 6 e 

8, entretanto, o pH 7 é o mais recomendado (AZEVEDO, 2010; ROSATO, 1998). 
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Nutrientes – os nutrientes como o nitrogênio, fósforo e em alguns casos o 

ferro, são necessários aos microrganismos, e tão logo a biodegradação. 

Contudo em ambientes contaminados a disponibilidade desses nutrientes é um 

fator crítico, e consequentemente limitante ao crecimento microbiano (ATLAS 

1984, OKOH, 2006). A limitação desses nutrientes tem sido registrada 

principalmente em ambientes marinhos, devido aos baixos níveis de nitrogênio e 

fósforo na água do mar (FLOODGATE 1984, OKOH, 2006). 

 
Umidade - a umidade é um facilitador das reações, auxilia nas trocas 

gasosas e no transporte de nutrientes (AZEVEDO, 2010). 

 
Outros fatores como biodisponibilidade e toxicidade dos poluentes, tipo de 

ambiente contaminado, histórico da contaminação, existência de organismos 

que possuam enzimas necessárias à degradação, contato óleo-água, podem 

influenciar no processo de biodegradação dos hidrocarbonetos (BENTO et al., 

2005, PEIXOTO et al., 2008, AZEVEDO, 2010). 

 
Seleção de microrganismos degradadores 

 
 

O método de seleção de microrganismos degradadores utilizando o 

indicador redox 2,6 – diclorofenol indofenol leva em conta a reação de 

oxirredução promovida pelos microrganismos durante o processo de 

biodegradação dos hidrocarbonetos (HANSON et al., 1993; KUBOTA et al., 

2008). Esse método é considerado eficaz, e tem sido amplamente citado na 

literatura (HANSON et al., 1993; BIDOIA et al., 2010; SOUZA, 2015; LIMA et al., 

2016). Destacando-se as vantagens de ser um teste de execução rápida baixo 

custo, e baixa complexidade (HANSON et al., 1993; WONGSA et. al., 2004; 

BIDOIA et al., 2010; AFUWALE & MODI, 2012; NAKAMURA et. al., 2014). 

 
O DCPIP é uma molécula indicadora que detecta a oxidação de NADH a 

NAD+ (BIDOIA et al., 2010). Na prática, o DCPIP atua como um aceptor de 

elétrons, recebendo-os do processo de oxidação, mediado pelos microrganismos 

ao utilizarem hidrocarbonetos como substratos (HANSON, et al, 1993; BIDOIA et 
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al., 2010). A reação de oxido-redução pode ser constatada pela redução na 

concentração do indicador DCPIP em seu estado oxidado (azul). A perda da cor 

é monitorada por leituras de absorbâncias ao comprimento de onda de 600 nm 

(BIDOIA et al., 2010). Hanson et al., (1993) ao utilizarem esse método para 

avaliar o potencial de biodegradação de bactérias isoladas de solo contaminado 

com hidrocarbonetos, consideraram apenas o tempo de descoloração do DCPIP, 

da cor azul (estado oxidado) para incolor (estado reduzido) (figura 8). Sendo 

portanto, o isolado bacteriano capaz de descolorir o DCPIP em menor tempo de 

incubação, classificado como um bom degradador. 

 
 

 

Figura 8: Estrutura química da reação de oxirredução do DCPIP. Fonte: Bidoia et. al. (2010), 

com modificações. 
 
 
 

Caracterização genotípica e fenotípica de microrganismos 

 
 

Existem diversas abordagens que possibilitam a identificação e 

caracterização de diferentes grupos microbianos. Dentre elas, destacamos as 

técnicas moleculares, em especial aquelas baseadas no sequenciamento do 

gene que codifica o RNA ribossomal da subunidade 16S (SSU rRNA), que 

tornou-se possível a realização de análises mais completas da diversidade 

bacteriana, possibilitando a classificar, identificar e definir espécies (OLSEN et 

al, 1986; PEIXOTO, 2009). 

 
Os ribossomos bacterianos são constituídos por aproximadamente 65% 

de RNA ribossômico e aproximadamente 35% de proteínas. A subunidade maior 

dos ribossomos de procariontes contém duas moléculas de RNA, uma de 23S 
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(2.900 bases) e outra de 5S (120 bases), enquanto que a subunidade menor 

apresenta apenas o RNA 16S (1.540 bases) (Figura 9) (PEIXOTO, 2009). O 

gene que codifica o rRNA 16S, apresenta regiões conservadas entre grupos 

filogeneticamente relacionados, flanqueadas por regiões hipervariáveis, que 

tornam esse gene ideal para classificação taxonômica e inferências filogenéticas 

(WARD et al, 1998; MES, 2008). A classificação taxonômica pode ser obtida, 

alinhando-se e comparando as sequências sob análise, em relação às 

sequencias depositadas em bancos de dados genéticos como programa 

‗BLAST‘ (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) (LARSEN et al., 1993). 

 

 

 

Figura 9: RNA ribossômico, ribonucleoproteínas e ribossomos de procarionte. Fonte: Griffiths 

et. al. (2001), com modificações. 

 

A análise taxonômica baseada na amplificação e sequenciamento de 

regiões polimórficas ITS (Internal Transcribed Spacers) localizadas entre os 

gene 28S rRNA e 18S rRNA, tem sido frequentemente utilizadas na 

identificação, caracterização e classificação de grupos microbianos eucariontes 

(SOUZA, 2015; CHAVES et al., 2013; MOTA & NOBREGA, 2013; FELL, 1993; 

WHITE et al. 1990). Os espaçadores internos ITS1 e ITS2, estão localizados 

entre a sequências dos genes que codificam a subunidade maior dos 

ribossomos, 28S (4.800 bases) e 5.8S (160 bases), e a subunidade menor dos 

ribossomos 18S (1.900 bases), respectivamente (Figuras 10 e 11) (PEIXOTO, 

2009). 
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Figura 10: RNA ribossômico, ribonucleoproteínas e ribossomos de eucariontes. Fonte: 

Griffiths et. al. (2001) com modificações. 
 
 
 
 

 

Figura 11: Região do rRNA com o espaço interno transcrito ITS1 e ITS2. Lupatini et. al., (2008) 

com modificações. 

 

 

A técnica de RFLP–PCR (Restriction Fragment Length Polymorphism 

/Polymerase Chain Reaction) consiste na digestão do fragmento amplificado 

com enzimas de restrição (endonucleases de restrição), as quais clivam o DNA 

em sítios específicos (4-6 pb). Após eletroforese, o perfil polimórfico pode ser 

visualizado diretamente sob luz ultravioleta por meio da análise de padrões 

provindos da clivagem do DNA (ANCHORENA-MATIENZO, 2002, REIS JUNIOR 

et al., 2002). O método molecular RFLP-PCR permite diferenciar espécies 

microbianas por meio do padrão de fragmentos gerados após a digestão com as 

enzimas de restrição. Mota e Nobrega (2013) utilizaram esse método para 

identificar diferentes espécies de fungos de importância médica. 
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Os métodos fenotípicos de identificação de microrganismos têm como 

premissa básica diferenciar grupos microbianos, em nível de gênero e espécie, a 

partir da análise de características morfológicas, fisiológicas, propriedades 

bioquímicas e antigênicas (PEIXOTO, 2001). Assim, a caracterização fenotípica 

das bactérias se dá inicialmente, por observações morfológicas das colônias 

(forma, tamanho, elevação, bordas, superfície, estrutura, caracteres ópticos, 

pigmentação), acompanhada da coloração Gram. Em seguida são realizados 

testes bioquímicos, também denominados de biotipagem, que tem por finalidade 

analisar a atividade de um conjunto de enzimas metabólicas, dentre as quais 

definem a capacidade do microrganismo de fermentar diferentes fontes de 

carbono, com produção de gás (hidrogênio e dióxido de carbono) (PEIXOTO, 

2001). 

 
Existe uma infinidade de provas bioquímicas que em conjunto permitem 

classificar grupos bacterianos em nível de gênero e espécie. Contudo, a 

identificação por meio dessas provas, requer tempo e observação de um 

conjunto de padrões, apresentados pelos microrganismos. Desse modo, os 

testes bioquímicos mais utilizados na identificação de diferentes grupos 

bacterianos são: testes da catalase, indol, citrato de Simons, Hidrolise do amido, 

coagulase, urease, produção de gás sulfídrico, motilidade, Voges-Proskauer, TSI 

ou tríplice açúcar e ferro, protease dentre outros. Quanto ao fenótipo de 

sensibilidade e resistência a antimicrobianos, este pode ser observado por meio 

de testes de sensibilidade in vitro (antibiograma) (PEIXOTO, 2001). Neste 

ensaio, é possível medir a sensibilidade ou resistência de uma cepa bacteriana 

frente a um painel de agentes antimicrobianos, naturais ou sintéticos. Os 

métodos existentes para realização do antibiograma são denominados de 

método quantitativo (diluição), e método semi-quantitativo (difusão) conhecido 

também como o método de Kirby e Bauer. 

 
A resistência aos antimicrobianos é considerada um fenômeno genético, 

em virtude da existência de genes que codificam diferentes mecanismos 

bioquímicos que impedem a ação das drogas (TAVARES, 2000). Este fenômeno 

tem sido observado em diferentes grupos microbianos dos quais possuem a 
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capacidade de degradar petróleo, dentre eles os gêneros Serratia e 

Pseudomonas. 

 
 

A caracterização taxonômica dos microrganismos requer características 

fenotípicas e genotípicas, tais informações permitem evidenciar relações 

evolutivas entre grupos microbianos, classificar, identificar e definir espécies 

microbianas (Woese, 1987). De acordo com Wetler–Tonini et al., (2011), a 

combinação de tais metodologias, podem proporcionar uma caracterização mais 

ampla das comunidades microbianas, evidenciam efeitos causados por fatores 

ambientais na composição dessas comunidades, e demonstram o 

comportamento desses microrganismos frente a biorremediação. 

 

 
Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG/MS) 

 

A cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC/MS) 

tem sido muito utilizada em diversos estudos de biodegradação de 

hidrocarbonetos, com a finalidade de monitorar, identificar e quantificar a 

degradação desses compostos orgânicos por diferentes microrganismos. 

 
Miranda et al. (2007) avaliaram a biodegradação do óleo diesel por 

leveduras, e detectaram por CG/MS que a espécie C. ernobii (UFPEDA 862) foi 

capaz de degradar tetradecano, 5 metil-octano e octadecano completamente, 

decano (60.8%) e nonano (21.4%). Já a espécie leveduriforme Rhodotorula 

aurantiaca (UFPEDA 845) apresentou percentuais de degradação de 93% para 

decano, 38,4% para nonane e 22,9% para dodecano. 

 
Li et al. (2009) constataram por CG/ms que o consórcio microbiano 

constituído pelas espécies Phanerochaete chrysosporium, Cuninghamella sp., 

Alternaria alternate, Penicillium chrysogenum, e Aspergillus niger; e três 

bactérias: Bacillus sp., Zoogloea sp., e Flavobacterium sp., foi capaz de 

degradadar 41,3% de HPA. 
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A cromatografia gasosa consiste numa técnica analítica, utilizada para 

separação e quantificação de diferentes compostos. Quando acoplada ao 

espectrômetro de massas, torna-se possível identificar esses compostos, por 

meio dos fragmentos iônicos produzidos pelo bombardeio das moléculas na fase 

vapor com um feixe de elétrons. Este modo de ionização é denominado impacto 

eletrônico (EI), cuja energia de bombardeamento pode variar de 12 a 100 eV. 

Após a ionização da amostra, as moléculas ou os seus fragmentos ionizados 

entram no setor de análise do espectrômetro de massas, onde serão separados 

de acordo com a razão massa/carga (m/z). A velocidade de varredura é grande 

o suficiente para permitir a obtenção de diversos espectros de massas por pico; 

eluído no cromatógrafo (COLLINS, 2006, BRAITHWAAITE, 1999; 

SILVERSTEIN, 1994). 
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OBJETIVOS 

 
Objetivo geral 

 
 

Avaliar o potencial de biodegradação dos hidrocarbonetos do petróleo por 

linhagens microbianas isoladas de ambientes aquáticos do entorno da Base 

Petrolífera de Urucu, Coari-AM. 

 
 
 

Objetivos específicos 

 
 

 Isolar microrganismos em cultivo puro das amostras de água dos 

diferentes sítios amostrais; 

 
 Selecionar cepas com potencial de biodegradação de HPAs; 

 
 Realizar a identificação taxonômica dos isolados; 

 
 Analisar a biodegradação dos hidrocarbonetos promovidos pelas linhagens 

selecionadas;; 

 
 Avaliar a cinética de biodegradação; 

 
 Quantificar a degradação dos hidrocarbonetos; 

 
 Avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos; 
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Petroleum biodegrading Serratia marcescens in Amazonas 
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Abstract: Serratia marcescens is a Gram-negative bacillus, anaerobic facultative 

belonging to the family Enterobacteriaceae. S. marcescens strains are able to 

grow in the presence of different xenobiotic compounds, among them, petroleum 

and heavy metals. Xenobiotic resistant strains develop concomitant resistance to 

multiple antibiotics, referred to as co-resistance. The AMS212 strain was 

submitted to the microplate qualitative DCPIP - redox 2,6 dichlorophenol 

indophenol method. The quantitative test was carried out in Erlenmeyer flasks, 

followed by the change of color with the absorbance readings, trough the 

colorimetric method. The antibiotic resistance profile was evaluated by the Kirby- 

Bauer method. In the qualitative assay, the AMS212 strain altered the color of 

the DCPIP, which changed from blue to colorless, confirming that petroleum 

biodegradation occurred. In the quantitative test, the readings were decreasing, 

confirming that the concentration of DCPIP decreased as a function of the 

mailto:ferdyanne@gmail.com
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incubation time. The susceptibility test revealed that the AMS212 strain 

presented multiresistance to four different antibiotics. S. marcescens presented 

high performance in the biodegradation of petroleum, opening possibility to use it 

in projects involving the remediation of impacted areas. The expression of the 

antibiotic co-resistance phenotype confirms that the AMS212 strain is able to 

withstand different environmental aggressions. 

Keywords: Biodegradation, characterization, DCPIP, antimicrobial resistance. 

 
 

Biodegradação do petróleo e corresistência a antibióticos por Serratia 

marcescens isolada em Coari-Amazonas 

Biodegradação do petróleo por Serratia marcescens no Amazonas 

 
 

Resumo: Serratia marcescens é um bacilo Gram-negativo, anaeróbio 

facultativo, pertencente à família Enterobacteriaceae. Linhagens de S. 

marcescens são capazes de crescer na presença de diferentes compostos 

xenobióticos, dentre eles, petróleo e metais pesados. Linhagens resistentes a 

xenobióticos desenvolvem concomitante resistência a múltiplos antibióticos, 

denominada corresistência. A linhagem AMS212 foi submetida ao método 

colorimétrico com indicador DCPIP - redox 2,6 diclorofenol indofenol, qualitativo, 

em microplacas. O teste quantitativo foi realizado em frascos Erlenmeyer, 

acompanhando-se a mudança de coloração, com as leituras das absorbâncias. 

Avaliou-se o perfil de resistência a antibióticos pelo método de Kirby-Bauer. No 

ensaio qualitativo, a linhagem AMS212 alterou a cor do DCPIP, que passou de 

azul para incolor, confirmando que ocorreu biodegradação do petróleo. No teste 

quantitativo, as leituras foram decrescentes, confirmando que a concentração do 

DCPIP diminuiu em função do tempo de incubação. O teste de susceptibilidade 

revelou que a linhagem AMS212 apresenta multirresistência a quatro antibióticos 

diferentes. S. marcescens apresentou alto desempenho na biodegradação do 

petróleo, abrindo possibilidade de utilizá-la em projetos envolvendo a 

remediação de áreas impactadas. A expressão do fenótipo de corresistência a 

antibióticos confirma que a linhagem AMS212 é capaz de resistir a diferentes 

agressões ambientais. 
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Palavras-chave: Biodegradação, caracterização, DCPIP, resistência a 

antimicrobianos. 

Introduction 

Bacteria from Serratia genus, Enterobacteriaceae family, are 

characterized as Gram-negative, facultative anaerobic and chemotrophic bacilli 

(Hejazi & Falkiner, 1997; Carvalho et al., 2010). They are cosmopolitan bacteria 

(Ashelford, Fry, Bailey, & Day, 2002), and may be isolated from the aquatic 

environments, petroleum, animals, including humans and plants (Grimont & 

Grimont, 1992; Ashelford et al., 2002). 

Serratia species have been described in the literature as being able to 

grow in environments containing petroleum hydrocarbons (Rojas – Avelizapa, 

Cervantes – Gonzalez, Cruz – Camarillo, & Rojas-Avelizapa, 2002; Wongsa et 

al., 2004; Ortega-González et al, 2013), and in environments saturated with 

heavy metals (Alzubaidy, 2012; Silva et al., 2012; Ibrahim, Syed, Shukor, & 

Ahmad, 2014). The S. marcescens specie has been reported as the most 

important Serratia species due to its ability to produce compounds, like 

prodigiosin, a natural red pigment, Serrawettina, a biotensoative that gives it 

adherence in the process of colonization of surfaces, and also enzymes, like as 

proteases, nucleases, lipases, chitinases, benzonases and cloroperoxidases 

(Montaner et al., 2000; Pérez -Tomás, Montaner, Llagostera, & Soto-cerrato, 

2003; Morohoshi et al., 2007; Kalivoda et al., 2010). Due to the metabolic 

capacity of S. marcescens strains to degrade petroleum, these strains have been 

used alone or in microbial consortia, aiming at the recovery of environments 

impacted by petroleum spills and derivatives (Wongsa et al., 2004; Ortega- 

González et al., 2013; Silva et al., 2015). 

S. marcescens is able to survive in inhospitable environments, presenting 

resistance to antiseptics, disinfectants and antibiotics (Aucken & Pitt, 1998; Doi et 

al., 2004; Iguchi et al., 2014). The ability to metabolize different xenobiotics, 

produce bioactive compounds as well as colonize different environments are 

among the characteristics that gives to this species multiple abilities and a great 

biotechnological and commercial potential. In this context, the present research 

aimed to study S. marcescens AMS212 bacterial strain isolated from the aquatic 

environment around the Urucu Petroleum Base, Coari - Amazonas and to test its 
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potential to degrade petroleum, and to evaluate its antimicrobial resistance 

profile. 

 
Material and methods 

Area of study, enrichment and isolation 

The study area comprises the natural stream (S 04°51‘40.4‖ / W 

065°17‘52.7‖), located near the Urucu, Coari, Amazonas-Brazil Petroleum Base. 

For isolating the strain, 10 mL of the water sample were incubated in Erlenmeyer 

flasks of 250 mL with 90 ml of Bushnell Haas (BH) broth (Difco™) commercial 

medium; 1% of raw petroleum as the source of carbon. The samples were in 

orbital shaker (Thermo Scientific™ MaxQ™ 4000), 180 rpm/min, 30 °C, during 

21 days. Isolation of the microorganism consisted in the use of commercial BH 

agar containing petroleum as the sole source of carbon. The pure culture was 

transferred to commercial tryptic soy agar - TSA (Difco™). The petroleum used in 

the experiments came from the Petroleum Province of Coari and was previously 

sterilized by the filtration method in millipore® 0.22µm. The AMS212 strain is 

deposited in the bacterial genetics laboratory of the Federal University of 

Amazonas-UFAM. 

 
Preparation of bacterial inoculum 

The inoculum was previously cultured in Nutrient broth (HIMEDIA) at 30 °C 

for 12 hours at 180 rpm in an orbital shaker (Thermo Scientific ™ MaxQ ™ 

4000). Cells were centrifuged for 10min, washed with saline solution (0.9%) and 

standardized in a UV-VIS (Thermo spectronic Biomate 3) spectrophotometer at 

600nm and D.O = 1 (109 cells / mL-1). 

 
Biodegradability test 

Qualitative analysis 

The qualitative analysis of petroleum biodegradability was carried out in 

sterile multiwell (24 wells) microplates, incubated at 30 °C. The DCPIP redox 

indicator [0.01g.L-1] was dissolved in sterile BH broth (Himedia). The evaluations 

were performed every 12 hours until the color change of the medium occurred. 

The test was performed as described by Hanson, Desai, and Desai, (1993) and 
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Bidoia, Montagnolli, and Lopes (2010), with adaptations. The assay was 

assembled in triplicate, according to Table 1. 

 
Table 1. Composition of qualitative test. 

 

Test Composition DCPIP 
[0.01 g L

-
 

1] 

 
Petroleum 

 
AMS212 

 
BH 

 

Control 1 
 

DCPIP+BH 
 

1.5 ml 
 

- 
 

- 
 

2.5 μL 

Control 2 
 

DCPIP+BH+Petroleum 
 

1.5 ml 

 
10 μL 

- 
 

2.5 μL 

Inoculum DCPIP+Petroleum+AMS212 
 

1.5 ml 
 

10 μL 
 

25 μL 
- 

 
Quantitative analysis 

The quantitative analysis was conducted in 250 mL Erlenmeyer flasks, in 

triplicate, incubated at 30 °C at 180 rpm in an orbital shaker (Thermo Scientific 

™ MaxQ ™ 4000). Aliquots of 1 mL of the culture were collected to read the 

absorbance at 600nm in a UV-VIS spectrophotometer (Thermo spectronic 

Biomate 3) at 24, 48, 72 hour intervals. For this test, the DCPIP solution was 

prepared in the concentration of 1 g.L-1 in sterile BH medium (Hanson et al., 

1993; Bidoia et al., 2010, with adaptations). Table 1 shows the composition of 

this assay. 

 
Table 2. Composition of the quantitative assay. 

 

Test Composition BH DCPIP Petroleum AMS212 H2O 

Control 0 BH 90.000 mL - - - 10.000 mL 

Control 1 BH + DCPIP 90.000 mL 4.761 mL - - 5.239 mL 

Control 2 BH+DCPIP+Petroleum 90.000 mL 4.761 mL 0.595 mL - 4.644 mL 

Control 3 BH+DCPIP+AMS212 90.000 mL 4.761 mL - 2.380 mL 2.859 mL 

 
Inoculum 

BH+DCPIP+Petroleum+ 
AMS212 

 
90.000 mL 

 
4.761 mL 

 
0.595 mL 

 
2.380 mL 

 
2.264 mL 

 
The quantitative evaluation was performed by reading the absorbance, 

converted to mg of DCPIP, using the standard curve (R2 = 0.9998) (Figure 1), 

following Equation 1: [DCPIP] = (Abs.600 + 0.0037) / 0.154. Where: [DCPIP] = 

concentration of redox indicator DCPIP in mg. L-1; and Abs.600 = absorbance of 

the sample at wavelength 600nm. The standard curve was drawn from five 
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dilutions of the DCPIP indicator in BH broth. Thus, absorbance readings were 

performed at 600nm UV-VIS spectrophotometer (Thermo spectronic Biomate 3) 

as shown in Table 3. 

Table 3: Absorbance readings at 600nm and dilutions of DCPIP redox indicator. 
 

Erlenmeyer 

Flasks 

 
Volumes (mL) 

 
[DCPIP] Abs.600 nm 

BH DCPIP [1g.L-1] H2O (mg.L-1) u.a 

0 
90.000 0.000 10.000 0.000 0.0000 

1 
90.000 0.595 9.405 5.950 0.0880 

2 
90.000 1.190 8.810 11.900 0.1730 

3 
90.000 2.380 7.620 23.800 0.3620 

4 
90.000 3.571 6.429 35.710 0.5490 

5 
90.000 4.761 5.239 47.610 0.7270 
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Figure 1. Standard curve - [DCPIP]. 

 

Antimicrobial sensitivity test 

The sensitivity profile of the AMS212 strain was evaluated by the Kirby and 

Bauer method (Bauer & Kirby, 1960) using pre-loaded antibiotic disks 

(Laborclin®) according to the manufacturer's instructions. The susceptibility of the 

AMS212 strain was evaluated against the antibiotics: ampicillin (AMP), amikacin 

(AMI), amoxicillin plus clavulanate (AMC), ceftazidime (CAZ), cefepime (CPM), 

cefoxitin (CFO), cefuroxima (CRX), ciprofloxacin (CIP), gentamicin (GEN), 

meropenem (MER), cephalothin (CFL) and sulfazotrim (SUT). The antimicrobial 
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susceptibility test was performed in duplicate. Escherichia coli ATCC strain was 

used as negative control. 

 
Phenotypical characterization 

The bacterial isolate AMS212 was characterized morphologically and 

submitted to the biochemical screening system of enterobacteria (Newprov®) 

which allowed to identify the microorganism at the specie level, based on 

Bergey‘s Manual of Determinative Bacteriology (Holt, Krieg, Sneath, Staley, & 

Williams, 1994). 

 
Amplification and sequencing of rRNA 16S gene 

Genomic DNA from the AMS212 bacterium was extracted with PureLink™ 

Genomic DNA Mini Kit, (Invitrogen™) according to the manufacturer's 

instructions. The amplification reaction was performed by using primers 530F 

(5‘TGACTGACTGAGTGCCA GCMGCCGCGG3‘) and 1495R 

(5‘TGACTGACTGAGAGCTCTACCTTGTTA3‘). The total reaction volume was 25 

µL containing (2.5 µL MgCl2 [25 mM], 2.5 µL dNTPs [2.5 mM]; 2.0 µL of each 

primer [5 pMol.L-1]; 0.3 µL of Taq DNA Polymerase [5 U.L-1]; 2.5 µL of 10X 

buffer). In vitro amplification of the sequences belonging to the rRNA 16S gene 

was conducted on the thermal cycler (Thermal Cycler, Veriti® 96-Well - Applied 

Biosystems). The amplification was conducted in Thermal Cycler, Veriti® 96-Well 

- Applied Biosystems, covering 35 cycles. The thermal profile of the PCR reaction 

consisted of the initial denaturation cycle at 95 oC for 1 minute; 95 oC for 40 

seconds, primer annealing at 58 oC for 40 seconds and polymerization at 72 oC 

for 40 seconds (35 cycles); and a final extension step at 72 oC for 7 minutes. For 

the amplicon sequencing, BigDye® Terminator v3.1 sequencing kit was used in 

a capillary sequencer (model 3500 ABI PRISM® Genetic Analyzer, Applied 

Biosystems®). 

 
Phylogenetic analysis 

The sequences generated were treated in the phred/phrap and CAP 3 

available at http://www.biomol.unb.br/phph/, and then analyzed in the BLASTn 

program National Center for Biotechnology Information – NCBI. The phylogenetic 

http://www.biomol.unb.br/phph/
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analysis was made based on the evolutionary distances calculated by the 

Neighbor-Joining and Jukes-Cantor algorithms, using the MEGA 7.0 program 

(Saitou, & Nei, 1987; Jukes, & Cantor 1969). After the construction of the 

phylogenetic tree, it is possible to determine the taxonomic position of the isolate 

in relation to the species whose corresponding sequences were obtained in NCBI 

(Felsenstein, 1985, Kumar & Tamura, 2016). 

 
Results and discussion 

The biodegradability test using the DCPIP redox indicator showed the 

potential of the AMS212 strain in using petroleum as a carbon source. The 

biodegradation was evinced through the chemical reactions undergone by the 

DCPIP during the microbial oxidation of the hydrocarbons. The qualitative 

analysis showed visually that the bacterial strain AMS212 was able to alter the 

coloration of the (oxidized) blue to colorless (reduced) medium after 16 hours of 

incubation. The quantitative analysis performed by absorbance reading showed a 

decline in the DCPIP concentration. The AMS212 inoculum demonstrated a 

reduction in DCPIP concentration over controls over the 24-hour period (Figure 

2). The lack of carbon source in the control (3) showed a low reduction in DCPIP 

concentration due to low microbial activity in this assay (Table 4). It has been 

observed that after 48 hours, there was an increase in the concentration of 

DCPIP. According to Bidoia et al. (2010), DCPIP is a reversible indicator, 

returning to its original coloration after reduction occurs. 
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Figure 2. Concentration of DCPIP as a function of time. 
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Table 4. DCPIP Concentrations. 
 

Time/h Control 1 Control 2 Control 3 AMS212 

0 57.97 57.77 57.06 53.60 

24 55.89 52.97 49.33 17.60 

48 52.38 50.82 47.77 13.08 

72 51.02 48.16 44.85 21.13 

 
Mariano, Bonotto, De Angelis, Pirôllo, & Contiero, (2008) evaluated the rate 

of biodegradation of diesel and biodiesel by the colorimetric method with the 

redox indicator DCPIP, establishing the final time of the experiment by altering 

the color of the medium, from blue (oxidized) to colorless (reduced). Varjani and 

Upasani (2013), when assessing the hydrocarbon degradation by a bacterial 

consortium, recorded the lowest discoloration time of the medium in 120 hours, 

out of a total of 144 hours. The selection of degrading microorganisms using 

DCPIP has been a trend and its efficacy has been proved by different authors 

(Hanson et al., 1993, Mariano et al., 2008, Bidoia et al., 2010, Luz et al., 2011). 

The species S. marcescens has been described as degrading the most diverse 

types of petroleum hydrocarbons and derivatives (De La Fuente, Perestelo, 

Rodriguez-Perez, & Falcon, 1991; Ijah, 1998, Wongsa et al., 2004; Jaysree, 

Rajam, & Rajendran, 2015). Wongsa et al., 2004, emphasizes that the S. 

marcescens species is capable of degrading a broad spectrum of hydrocarbons, 

mainly aromatic compounds, however, the authors also found the degradation of 

long chain alkanes. De La Fuente et al. (1991) reports the ability of S. 

marcescens to oxidize aromatic aldehyde compounds. 

The antimicrobial susceptibility profile showed that the AMS212 strain was 

sensitive to most of the antibiotics tested, including amikacin (AMI), ceftazidime 

(CAZ), cefepime (CPM), cefoxitin (CFO), ciprofloxacin (CIP), gentamicin (GEN), 

meropenem (MER) and sulfazotrim (SUT), and was resistant to ampicillin (AMP), 

cefuroxime (CRX), cephalothin (CFL), with particular resistance to amoxicillin 

plus clavulanate (AMC) confirming the Beta Lactamase of Extended Spectrum 

(ESBL) (Figure 3). The problem of multiresistance to antibiotics worldwide in 

bacterial populations of medical importance has led the international scientific 
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community to consider some factors predisposing to the increase of bacterial 

strains resistant to these antimicrobials (Nikaido,   2009; Singer, Shaw, Rhodes, 

& Hart, 2016). Among the factors that may favor a greater dispersion of 

antimicrobial resistance genes, environmental contamination by toxic 

compounds, such as petroleum and other xenobiotics, tends to select bacterial 

strains capable of surviving high concentrations of these cytotoxic compounds 

(Kümmerer, 2004; Davies & Davies, 2010; Manaia, Macedo, Fatta-Kassinos, & 

Nunes, 2016). Moreover, these bacterial strains capable of metabolizing 

xenobiotics develop co-resistance to one or more antibiotics (Owolabi, & Hekeu, 

2014; Thompson, Maani, Lindell,   King, & McArthur, 2007), becoming reservoirs 

of antibiotic resistance genes (Manaia et al., 2016). There are reports in the 

scientific literature which correlate the ability of strains of S. marcescens, 

recognized as opportunistic pathogen, to resist the presence of heavy metals and 

biocides, with concomitant multiresistance to antibiotics (Jafarzade, Mohamad, 

Usup, & Ahmad, 2012; Nageswaran, Ramteke, Verma, & Pandey, 2012). 

However, the present study correlates the metabolic capacity of the AMS212 S. 

marcescens strain to degrade petroleum, expressing multiresistance to four 

different antibiotics, including the ESBL. 

The morphological characterization of the strain was made with Gram's 

staining, allowing the AMS212 strain to be identified as a Gram-negative bacillus. 

In the biochemical tests, the strain AMS212 was negative in the tests of oxidase, 

L-Triptofano desaminase, hydrogen sulfide, urease, and indole; ferments 

glucose, but not producing gas; not ferments lactose; was positive for motility, 

lysine decarboxylase, and Simmons‘ citrate. The tests allowed identifying the 

AMS212 strain as belonging to the S. marcescens species. Although 

environmental isolates of the species S. marcenscens have been described in 

the literature as producers of red pigment prodigiosin (Grimont & Grimont, 1984, 

Hejazi & Falkiner, 1997), AMS212 strain identified in this study did not express 

prodigiosin production. According to Grimont and Grimont (1984) the ability to 

produce prodigiosin is characteristic of the S. marcescens species, however, the 

function of this pigment is still unknown, because clinical isolates are rarely 

pigmented. It can be deduced that the fact that the strain isolated in this study did 

not produce prodigiosin is related to the cultivation conditions, such as availability 
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of carbon and nitrogen sources, temperature, pH, oxygenation, and luminosity, 

as suggested by the authors Rjazantseva, Andreeva, Ogorodnikova, (1994) and 

Hejazi and Falkiner, (1997). Among other factors that may have contributed to 

the non-expression of prodigiosin by the S. marcescensAMS212 isolate, the 

strain was submitted to the mineral medium enriched with petroleum as the only 

source of carbon and energy, which may have caused stress to prevent it from 

expressing the red pigment. Kim, Lee and Yim (2009) report that the synthesis of 

prodigiosin in S. marcescens is related to the availability of inorganic salts such 

as sodium chloride, glycerol as carbon source and ammonium salts as a source 

of nitrogen. 

 
 

 

Figure 3. Antimicrobial activity profile of isolated S. marcescens AMS212. E.coli 
was used as control. 

 

 
The amplification and sequencing of the rRNA 16S gene confirmed the 

identification of the AMS212 strain, after submission of the nucleotide sequences 

to the BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) program, as belonging to S. 

marcescens specie with 99% identity and Query cover 100% compared to S. 

marcescens strain NBRC 102204 16S ribosomal RNA gene available in the 

GenBank. The nucleotide sequence was deposited in GenBank database as S. 

marcescens AMS212 under accession number KX686744. Phylogenetic 

analysis to confirm the taxonomic position of the strain was performed in the 

MEGA 7.0 program (Felsenstein, 1985; Kumar & Tamura, 2016), aligning the 

rRNA 16S gene sequence of the isolated S. marcescens AMS212 strain 

(KX686744), along with nine other of rRNA 16S gene of different species of 

Serratia genus obtained in the Genbank. Phylogenetic analysis demonstrated on 
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Figure 4. Phylogenetic tree showing the taxonomic location of AMS212 strain. The 
phylogenetic dendrogram was built by using Neighbor-Joining method, based on 
sequences from gene region rRNA 16S. Values of bootstrap determined for 1000 
repetitions are shown at the ramifications nodes. 

this study is the sequence S. marcescens AMS212, grouped with the sequence 

belonging to the S. marcescens species (288779640_AJ233427.1) available in 

the GenBank - NCBI, presenting 100% bootstrap, when compared with the 

sequences of other species belonging to Serratia genus, as shown in Figure 2 

(Saitou & Nei, 1987). 

 

 
 

Conclusion 

The S. marcescens AMS212 strain, in the quantitative analysis, decreased 

the concentration of DCPIP, confirming the metabolic capacity of this strain to 

biodegrade the petroleum. The evaluation of biodegradability using the DCPIP 

molecule has proved to be an effective method in the search for new bacterial 

strains with potential to degrade petroleum. In the antimicrobial susceptibility test, 

S. marcescens expressed multiresistance profile to four different antibiotics, 

confirming co-resistance with petroleum. The AMS212 strain demonstrated 

biodegradability potential and could be used in future biotechnologies for the 

remediation of contaminated environments. 
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ABSTRACT: Petroleum degrading microorganisms have been isolated from 

different environments with the purpose of being used in bioremediation 

processes in areas impacted by petroleum spills. The objective of this study 

was to evaluate the ability of Bacillus toyonensis AM07 strain to metabolize 

petroleum compounds. The strain was isolated from the effluent dike of the 

Urucu Petroleum Province, Coari - Amazonas, Brazil. The degrading activity of 

B. toyonensis was evaluated by the colorimetric method using the redox 

indicator 2,6-dichlorophenol indophenol (DCPIP). Thus, the microorganism 

was inoculated into minimal medium with DCPIP, and with petroleum as the 

sole carbon source. The degradation potential of the microorganism was found 

by changing the DCPIP staining and absorbance readings 600nm. The results 

obtained demonstrated that the bacterial strain was able to degrade petroleum 

by altering the color of the medium from blue to colorless and by reducing the 

concentration of the indicator in the absorbance readings. 

Keywords: Amazon, bacterium, biodegradability, DCPIP. 
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Avaliação da biodegradação do petróleo por Bacillus toyonensis, 

usando o indicador redox 2,6 diclorofenol indofenol 

 
RESUMO: Microrganismos degradadores de petróleo têm sido isolados de 

diferentes ambientes com a finalidade de serem utilizados em processos de 

biorremediação de áreas impactadas com derrames de petróleo. O objetivo 

deste estudo foi avaliar a capacidade da linhagem de Bacillus toyonensis 

AM07, isolada do dique de efluente da Província Petrolífera de Urucu, Coari - 

Amazonas, Brasil, em metabolizar compostos do petróleo. A atividade 

degradadora do B. toyonensis foi avaliada pelo método colorimétrico, 

utilizando indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP). Assim, o 

microrganismo foi inoculado em meio mínimo com DCPIP e petróleo como 

única fonte de carbono. O potencial de degradação do microrganismo foi 

constatado mediante a mudança de coloração DCPIP e leituras de 

absorbância 600nm. Os resultados obtidos demonstraram que a cepa 

bacteriana foi capaz de degradar petróleo, alterando a coloração do meio de 

azul para incolor e reduzindo a concentração do indicador nas leituras de 

absorbâncias. 

Palavras-chave: Amazônia, bactéria, biodegradabilidade, DCPIP. 

 
 

INTRODUCTION 

The microorganisms capable of degrading petroleum have been isolated 

from different environments with the objective of being used in bioremediation 

processes of impacted areas (Olajire, & Essien, 2014; Das, & Chandran, 

2011). The presence of hydrocarbons on the environment selects microbial 

populations able to use them as substrate for their maintenance and survival 

(Darsa, Thatheyus, & Ramya, 2014; Bujang, & Ibrahim, 2013). 

The species of the genus Bacillus have been reported as petroleum 

compounds degraders, such as pyrene, naphthalene and n-alkenes (Darsa et 

al., 2014; Sorkhoh, Ibrahim, Ghannoum, & Radwan, 1993). In this genus, a 

new specie was described by Jiménez et al. (2013) as part of the phylogenetic 

group Bacillus cereus, named B. toyonensis. The group consists of Gram- 

positive, endospore-forming bacteria found in soils, covering the bacterial 
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species B. cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus 

mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis, B. 

toyonensis and Bacillus cytotoxicus (Jiménez, Blanch, Tamames, & Rosselló- 

mora, 2013). 

The B. toyonensis was isolated for the first time in Japan, in 1966, as B. 

cereus var. toyoi (BCT- 7112 strain), and it has been used as probiotics in the 

animal nutrition since 1975, when it was officially approved by Japan´s 

Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries as Toyocerin® (Jiménez et al., 

2013; Jiménez et al., 2013). Okaiyeto, Nwodo, & Mabinya (2015) recorded the 

occurrence of B. toyonensis in samples of sediments from marine environment 

in South Africa. Adewale, Goh, Lim, & Ting (2015) isolated B. toyonensis, as 

an endophytic bacteria, from medicinal plants Mentha spicata, with highlighting 

commercial interest for Asian communities. However, the use of B. toyonensis 

as a petroleum degrading agent has been little explored. 

The method of fast selection of microorganisms that degrade petroleum 

by using redox indicator DCPIP has been broadly accepted, once it detects an 

oxidation of NADH to NAD+ (Hanson, Desai, & Desai, 1993; Kubota, Koma, 

Matsumiya, Chung, & Kubo, 2008). In practice, DCPIP molecule act as 

electrons acceptor, receiving them from the process of oxidation, mediated by 

microorganisms which use hydrocarbons as substrate. A test is considered 

positive when DCPIP changes the original color, from blue (oxidized state) to 

colorless (reduced state), in the presence of hydrocarbons (Hanson et al., 

1993; Bidoia, Montagnolli, & Lopes, 2010). The present study had the aim to 

assess the petroleum degrading potential by a strain of B. toyonensis, isolated 

from an effluent dike of Urucu Petrol Basin, Coari – Amazonas, Brazil, by 

using the technique of rapid selection with redox indicator DCPIP. 

 
MATERIAL AND METHODS 

The research was performed with the strain of B. toyonensis isolated 

from samples of water from the dike effluent of Urucu Petrol Basin, located in 

the Municipality of Coari, Amazonas-Brazil. The bacterial strain AM07 is 

deposited in the culture collection of the Laboratory of Bacterial Genetics of 

Federal Amazon University - UFAM, Manaus. 
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Enrichment and isolation 

The water samples were enriched in 500 ml Erlenmeyer flasks, 

containing 90 ml of Bushnell Haas Broth -BH mineral medium (Difco ™) 

(magnesium sulphate 0.2 g.L-1, calcium chloride 0.02 g.L-1; potassium nitrate 

1.0 g.L-1, ferric chloride 0.05 g.L-1, monopotassium phosphate 1.0 g.L-1, 

diammonium hydrogen phosphate 1.0 g.L-1), 10 ml of water, and 1% of 

petroleum as the only source of carbon. The vials were incubated at 30 °C, 

and at 180 rpm per minute in an orbital shaker (Thermo Scientific MaxQ ™ 

4000) for 21 days. The microorganism was isolated on plates containing BH 

agar medium plus petroleum. The pure culture was transferred to plates 

containing tryptone medium soybean (TSC) (Difco ™) (15 gL-1 casein 

hydrolyzate; sodium chloride 5 g.L-1; papaya soybean hydrolyzate 5 g.L-1; 15 

g.L-1 agar). The petroleum used in the experiments came from the Coari 

Petroleum Province, and before being used, it was previously filtered in 

Millipore™ membranes of 0.22μm. 

 
Biodegradability test using the DCPIP redox indicator 

The qualitative assay was performed in sterile multiwell (24 wells) 

microplates in triplicate. 1.5 ml of DCPIP [0.01 g.L-1 BH] was added to each 

well, along with 10 μl of petroleum and 25 μl of bacterial inoculum previously 

cultured in nutrient broth medium (HIMEDIA) at 30 °C for 12 hours, at 150 rpm 

in an orbital shaker (Thermo Scientific MaxQ™ 4000). The cells were 

centrifuged for 10 min, washed with saline solution (0.9%), and then 

standardized in a UV-VIS spectrophotometer (Thermo spectronic Biomate 3) 

at 600nm O.D = 1 (109 cells.mL-1). The control (1) was prepared with 1.5 ml of 

DCPIP and 2.5 μl of BH, the control (2) was prepared with 1.5 ml of DCPIP, 

2.5 μl of BH, and 10 μl of petroleum. The plates were incubated at 30 °C, and 

the evaluations were performed every 12 hours until the color of the medium 

changed, from blue (oxidized) to colorless (reduced), indicating a positive 

result (Hanson et al., 1993; Bidoia et al., 2010). 
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Quantitative analysis 

The quantitative assay was performed in 250 mL Erlenmeyer flasks, in 

triplicate, incubated at 30 °C at 180 rpm in an orbital shaker (Thermo Scientific 

MaxQ ™ 4000). Aliquots of 1 mL of the culture were collected to read the 

absorbance at 600 nm in a UV-VIS (Thermo spectronic Biomate 3) 

spectrophotometer at 24, 48 and 72 hour intervals. For this test, the DCPIP 

solution was prepared in the concentration of 1 g.L-1 in sterile BH medium. The 

composition of this assay is shown in Table 1. 

 
Table 1. Composition of the quantitative assay. 

 

Test Composition BH DCPIP Petroleum AM07 H2O 

Control 0 BH 90.000 mL - - - 10.000 mL 

Control 1 BH + DCPIP 90.000 mL  

4.761 mL 
- - 5.239 mL 

Control 2 BH+DCPIP+Petroleum 90.000 mL  
4.761 mL 

0.595 mL - 4.644 mL 

Control 3 BH+DCPIP+AM07 90.000 mL  
4.761 mL 

- 2.380 mL 2.859 mL 

Inoculum BH+DCPIP+Petroleum+AM07 90.000 mL  
4.761 mL 

0.595 mL 2.380 mL 2.264 mL 

 
The quantitative analysis was performed by reading the absorbance, 

converted to mg of DCPIP, using the standard curve (R2 = 0.9998) (Figure 1), 

according to Equation 1: [DCPIP] = (Abs.600 + 0.0037) / 0.0154 where: 

[DCPIP] = concentration of redox indicator DCPIP in mg. L-1; Abs.600 = 

absorbance of the sample at wavelength 600nm. The standard curve was 

drawn from five dilutions of the DCPIP indicator in BH broth, which were read 

(Abs.600 nm) on a UV-VIS (Thermo spectronic Biomate 3) spectrophotometer 

(Table 2). 
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Table 2. Absorbance readings at 600nm and dilutions of redox indicator 

DCPIP. 

Erlenmeyer 

Flasks 

 Volume (mL)  [DCPIP] Abs600 nm 

BH DCPIP [1 g.L-1] H2O (mg.L-1) u.a 

0 90.000 0.000 10.000 0.000 0.0000 

 
1 

 

90.000 
 

0.595 
 

9.405 
 

5.950 
 

0.0880 

 
2 

 

90.000 
 

1.190 
 

8.810 
 

11.900 
 

0.1730 

 
3 

 

90.000 
 

2.380 
 

7.620 
 

23.800 
 

0.3620 

 
4 

 

90.000 
 

3.571 
 

6.429 
 

35.710 
 

0.5490 

 

5 
 

90.000 
 

4.761 
 

5.239 
 

47.610 
 

0.7270 
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Figure 1. Standard curve [DCPIP]. 
 

 

Biochemical characterization of bacterial isolate 

The bacterial isolated was characterized according to its morphology, 

tinctorial property, and then submitted to biochemical tests having as base 

Bergey‘s Manual of Determinative Bacteriology (Holt, Krieg, Sneath, Staley, & 

Williams, 1994). 
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Amplification, sequencing and phylogenetic analysis of rRNA 16S gene 

A bacterial pre-inoculum from pure culture was inoculated in 20 ml of 

nutrient broth (HIMEDIA™) at 35 ºC, at150 rpm overnight. The isolation and 

purification of DNA genomic was made based on extraction kit PureLink™ 

Genomic DNA Mini Kit, from Invitrogen™, using 3 mL of bacterial culture, 

according to the manufacturer´s instructions. The reaction of amplification was 

performed by using primers 530F (5ʹ-TGACTGACTGAGTGC 

CAGCMGCCGCGG-3´) and 1495R (5' 

TGACTGACTGAGAGCTCTACCTTGTTA-3). The total volume of the reaction 

was 25µL having (2.5 µL MgCl2 [25 mM], 2.5µL dNTPs [2.5 mM]; 2.0 µL of 

each primer [5 pMol.L-1]; 0.3 µL of Taq DNA polymerase [5 U.L-1]; 2.5 µL of 

buffer 10X). The amplification took place during 35 cycles in Thermal Cycler, 

Veriti® 96-Well - Applied Biosystems. The thermal profile from the reaction of 

PCR constituted of denaturation of initial cycle at 95 oC per 1 minute; followed 

by 35 cycles to 95 oC for 40 seconds, annealing of primers at 58 oC for 40 

seconds, and polymerization at 72 oC for 40 seconds (35 cycles); and at final 

extension step at 72 oC for 7 minutes. For the sequencing of amplicon, it was 

used the sequencing kit named BigDye® Terminator v3.1 in a capillary 

sequencer (model 3500 ABI PRISM® Genetic Analyzer, Applied Biosystems). 

The sequences generated were treated in programs phred/phrap (Ewing, 

Hillier, Wendl, & Green, 1998) and CAP 3 available in 

http://www.biomol.unb.br/phph/, and then, the sequences were analyzed in the 

program BLASTn National Center for Biotechnology Information –NCBI. The 

phylogenetic analysis was undertaken based on the evolution distances 

calculated by algorithms Neighbor-Joining and Jukes-Cantor, by using the 

program MEGA 7.0. After the building of the phylogenetic tree, it is possible to 

determine the taxonomical position of the isolate in relation to the species 

whose corresponding sequences were obtained in NCBI (Kumar, Stecher, & 

Tamura, 2016; Felsenstein, 1985). 

http://www.biomol.unb.br/phph/
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RESULTS AND DISCUSSION 

The biodegradability test using DCPIP is a low complexity and low-cost 

test with proved efficiency by different authors, which highlight the important 

role of this indicator in the detection of microorganisms, such as fungi, bacteria 

and yeasts with the potential for degrading petroleum and derivatives (Hanson 

et al., 1993; Bidoia et al., 2010; Luz, et al., 2011; Mariano, Bonotto, De 

Angelis, Pirôllo, & Contiero, 2008). When selecting microorganisms with the 

purpose of using them in bioremediation processes, the DCPIP assay allows 

the confirmation of the degradation capacity, and in this study, the degradation 

activity of the bacterial strain AM07 can be observed in the qualitative test, 

after 16 hours of incubation (Figure 2). The quantitative test of the 

biodegradability of petroleum, carried out by absorbance readings, showed a 

reduction in the concentration of DCPIP due to the degrading activity of the 

bacterial strain AM07 after 24 hours of incubation (Figure 3, Table 3). The 

controls were stable due to the lack of carbon source and/or bacterial 

inoculum. The results obtained represent a remarkable activity when 

compared to the results described in Varjani and Upasani, (2013). The authors 

tested the efficiency of the use of petroleum by 69 bacterial strains isolated 

from enrichment of soil samples. Among the isolates tested, fifteen strains 

discolored the medium, and six strains recorded the shortest discoloration time 

of the medium in 120 hours, out of a total of 144 hours. Afuwale and Modi 

(2012) found hydrocarbon degradation in seven of the 36 bacterial isolates 

tested, and two of these completely discolored the DCPIP containing medium. 
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Figure 2. Biodegradation test with DCPIP – plate after 16 hours of incubation. 
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Figure 3. Concentration of DCPIP as a function of time. 
 
 

 

Table 3. DCPIP Concentrations. 
 

Time/h Control 1 Control 2 Control 3 AM07 

0 57.97 57.77 54.27 55.20 

24 55.89 52.97 49.79 29.16 

48 52.38 50.82 45.24 14.35 

72 51.02 48.16 42.58 7.23 
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The bacterial isolate showed Gram-positive staining, endospore 

formation, cell diameter > 1μm, hydrolysis in the starch tests , positive Voges- 

Proskauer reaction, motility, positive activity for catalase, and its growth 

patterns in blood agar presented the β-hemolytic pattern. In view of the 

presented results, the microorganism was classified as B. cereus. To confirm 

the species, the 16S rRNA gene was sequenced, which classified the 

microorganism as belonging to B. toyonensis species with 99% identity and 

100% coverage when compared to the B. toyonensis sequence (BCT-7112) 

available in the database from GenBank. The nucleotide sequence was 

deposited on GenBank as B. toyonensis AM07 under accession number 

KX686603. In order to confirm the taxonomic position of this strain, the 

phylogenetic analysis of the MEGA 7.0 program (Felsenstein, 1985; Kumar, et 

al., 2016; Saitou, & Nei 1987), aligning the 16S rRNA gene sequence of the 

strain isolated in this study, B.toyonensis AM07, along with eight other 

sequences of the 16S rRNA gene, obtained in Genbank, from different species 

belonging to the genus Bacillus. The phylogenetic analysis showed that the 

sequence belonging to the strain isolated in this study, KX686603 B. 

toyonensis AM07, grouped with robustness to the strain 972704713 in 

LN995772.1 B. toyonensis, presenting 100% bootstrap, when compared to the 

sequences of the other species belonging to the Group B. cereus, as shown in 

Figure 4. 

 

Figure 4. Phylogenetic analysis of the specie B. toyonensis AM07 by using 

partial sequences from gene rRNA 16S bacterial strains from the GenBank- 
NCBI. 
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Species belonging to the genus Bacillus isolated from different environments have often 

been described as degrading hydrocarbons (Darsa et al., 2014; Sorkhoh et al., 1993). 

Rajasekar et al. (2007) reported the biodegradation of diesel oil and manganese oxidation by 

B. cereus. Bidoia et al. (2010) verified the potential of isolated strain of B. subtilis in degrading 

lubricating oil, using the DCPIP colorimetric method. Liu, Liu, Ju, Li, and Yu (2016) isolated 

strains belonging to the species B. licheniformis that demonstrated their ability to degrade 

petroleum and produce biosurfactant. Kreischer and Silva (2017) isolated B. toyonensis from 

soil samples contaminated with agrochemicals and verified the production of biosurfactant. 

The production of biosurfactant by microorganisms is of paramount importance in the process 

of biodegradation, as it assists in emulsification, reducing recalcitrance and facilitating the 

oxidation of hydrocarbons. The present study carried out a preliminary analysis that verified by 

the colorimetric method with the redox indicator DCPIP the potential of B. toyonensis in 

degrading petroleum, however no previous records of the association of this related species 

degradation of this carbon source were found. 

 

CONCLUSION 

The present study demonstrated, through the colorimetric method with 

DCPIP indicator, the potential of the B. toyonensis strain isolated from an 

effluent dike, to use petroleum as a single source of carbon with the possibility 

of using this strain in remediation technologies of environments impacted with 

hydrocarbons. 
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ABSTRACT 

The search is ongoing for new strains of microorganisms with potential to 

degrade recalcitrant petroleum compounds such as polycyclic aromatic 

hydrocarbons (PAHs). Hydrocarbon degrading yeasts have been isolated from 

several sources, including impacted or pristine terrestrial and marine 

environments. The objective of this work was to evaluate the capacity of the 

Candida mesorugosa AM15 strain, isolated from the Urucu-AM Petroleum 

Province Effluent Pond, to degrade PAHs in diesel oil. The degrading activity of 

the isolate was verified by qualitative methods using the redox indicator 2,6- 

dichlorophenol Indophenol-DCPIP, and by quantitative analysis using gas 

chromatography and mass spectrometry. The strain was identified as C. 

mesorugosa based on the sequences of the polymorphic regions ITS1/ITS2 and 

D1/D2 on the 28S rRNA gene, and according to the size polymorphism of the 

restriction fragments generated by PCR and RFLP. This yeast was able to grow 

mailto:jean.metagenoma@gmail.com
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in a minimal volume of petroleum medium, and in the qualitative assay with 

DCPIP indicator color change occurred in less than 24 hours. GC-MS analysis 

showed that the strain degraded 79.4% of the PAHs present in the diesel over 

the 21-day study period. These results demonstrate the potential of C. 

mesorugosa strain AM15 for bioremediation of environments impacted by 

petroleum residues and derivatives. 

KEYWORDS: Degradation, GC-MS, Petroleum, Bioremediation, Yeast, DCPIP. 

 
 

1. Introduction 

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are ubiquitous organic compounds 

which occur naturally and as a result of anthropogenic activity. PAHs are 

extremely toxic, mutagenic and carcinogenic pollutants which are of global 

concern due to potential harmful impacts upon humans, animals, and the 

environment [1–5]. Among the available and well established technologies 

used to restore environments impacted by PAHs, bioremediation has proven to 

be highly effective method with good outcomes in terms of cost-benefit balance 

[6,7]. Biodegradation of PHAs occurs due to compound hydrophobicity and high 

dissolution in water; the lower the molecular weight of the PAH, the more easily 

it will be degraded. However, higher molecular mass yields lower solubility and 

higher stability, and thus a more recalcitrant compound [8,9]. 

Much effort has been expended towards the search for new strains of 

microorganisms with potential to degrade recalcitrant petroleum compounds 

such as PAHs. In recent years, yeasts capable of metabolizing hydrocarbons to 

acquire carbon and energy have been isolated from various terrestrial and 

marine environments, both anthropogenically impacted and pristine [4,9,10]. 

MacGillivray and Shiaris [11] evaluated the capacity of Candida, Cryptococcus, 

Rhodotorula, Torulopsis, and Trichosporon yeasts isolated from coastal 

sediments for degrading HPAs. Hassanshahian et al. [12] reported the capacity 

of a Yarrowia lipolytica strain to efficiently degrade and oxidize petroleum 

hydrocarbons. Gargouri et al. [13] found lineages of the genera Candida and 

Trichosporon isolated from industrial refinery effluents capable of degrading 

phenanthrene, anthracene, and fluoranthene. According to Wongsa et al. [14] 

and Mishra et al. [15], PAHs are more resistant to biodegradation than aliphatic 



99  

compounds, creating a major challenge for establishment of an effective 

bioremediation model. The objective of this work was to evaluate the capacity of 

the Candida mesorugosa AM15 strain isolated from an effluent pond in the 

Petroleum Province of Urucu, Coari, Amazonas State (AM) to degrade PAHs in 

diesel oil. 

 
2. Materials and Methods 

2.1 Study Area 

The study area surrounds the Petroleum Province of Urucu in the 

municipality of Coari, AM, Brazil, which is 653 km directly southwest of the city 

of Manaus (4º30´ S, 64º30´ W). Water samples were collected from the effluent 

pond (S 04°51‘50.4‖ / W 065°18‘00.3‖). Samples were taken at a depth of 50 cm 

at the edge of the pond, and at a depth of 2 meters in the center of the pond. 

The samples were conditioned in previously sterilized glass bottles and kept 

refrigerated in thermal boxes during transfer to the Urucu/Coari Petroleum 

Province. Processing was done at the Laboratory of recombinant DNA 

Technology at the Federal University of Amazonas (UFAM) in Manaus. 

 
2.2 Enrichment and isolation 

The Candida mesorugosa AM15 strain was isolated from water samples 

enriched with Buschnell Haas medium (BH) (Difico™) and petroleum in the 

following proportions: 10 mL water sample, 90 mL BH, and 1% petroleum (in 

250 mL sterile Erlenmeyer flasks). The flasks were incubated at 300 °C in a 

rotary shaker at 180 rpm for 21 days. Isolation was performed in Petri dishes 

containing minimal BH medium plus 1% petroleum. The pure colonies were 

selected and seeded in potato agar dextrose (BDA) medium (HIMEDIA ™). The 

petroleum used in the experiments came from the Urucu Petroleum Production 

Base. The petroleum was sterilized by membrane filtration (0.22 μm millipore™) 

prior to use. 

 
2.3 Biodegradation assay using DCPIP 

The isolated yeasts were subjected to a qualitative biodegradation test as 

described by Hanson et al. [16]. For the DCPIP assay, 24-well plates were 
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prepared with 10 μL of petroleum, 1.5 mL BH medium, 1.5 μg DCPIP allocated 

to each well. Standardized microbial culture (25μL) was then inoculated at a 

wavelength of 600nm (109 cells/mL) with cell density (D0) = 1.0. Sterile distilled 

water (25 μL) was used as a negative control. Plates were kept at 30 °C in a 

B.O.D incubator and observed until color changed from blue (oxidized) to 

colorless (reduced), indicating the degrading potential of the isolate. The same 

procedure was repeated using commercial diesel oil. 

 
2.4 Molecular Identification and phylogenetic analysis 

Yeasts identification was accomplished using restriction fragment length 

polymorphism [17], followed by confirmation through sequencing of the 

ITS1/ITS2 polymorphic regions and the D1/D2 polymorphic domains located on 

the 26S rRNA gene. Genomic DNA was prepared using the Plant/Fungi DNA 

Isolation Kit (NORGEN BIOTEK CORP™). PCR was performed using the 

Platinum Taq DNA Polymerase Kit (Invitrogen by Thermo) and PCR products 

were purified using PuriLink (R) PCR Purification Kit (Invitrogen). The 

sequencing reaction was performed with the BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems by Thermo), and the sequences were 

determined using the ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems by 

Thermo). The primers used in both PCR and sequencing were: ITS1 (5'- 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG) [18], and Uni-R (5' GGTCCGTGTTTCAAGACG) 

[19]. Sequence editing and assembly of the contigs were performed using the 

SeqManProTM program (DNAStar(R)). The search for species-level similarity in 

the INSDC databases was carried out using BLAST program (BLASTn) 

available at the National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood 

method based on the Tamura-Nei model [20]. The bootstrap consensus tree 

inferred from 1000 replicates was taken to represent the evolutionary history of 

the analyzed taxa [21]. Initial tree(s) for the heuristic search were obtained 

automatically by applying Neighbor-Join and BioNJ algorithms to a matrix of 

pairwise distances estimated using the Maximum Composite Likelihood (MCL) 

approach, and then selecting the topology with superior log likelihood value. A 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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discrete Gamma distribution was used to model evolutionary rate differences 

among sites (5 categories (+G, parameter = 0.3465)). The analysis involved 10 

nucleotide sequences. All positions containing gaps and missing data were 

eliminated. There were a total of 2460 positions in the final dataset. 

Evolutionary analyses were conducted in MEGA6 [22]. 

 
2.5 Biodegradation assay for PAHs 

The assays to evaluate the biodegradation of PAHs in diesel oil 

(naphthalene, 2-methyl naphthalene, 1-methyl naphthalene, dimethyl 

naphthalene, trimethyl naphthalene, and phenanthrene) were conducted in 125 

mL Erlenmeyer flasks containing 40 mL of BH medium supplemented with 1% 

commercial diesel oil and 1 mL standard inoculum at 600 nm wavelength (109 

cells/mL), cell density OD = 1.0. The experiments were performed in triplicate 

and incubated at 30 °C at 150 rpm. The degrading activity of the AM15 strain 

was evaluated and quantified after 7, 14, and 21 days. 

 
2.5.1 Extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) 

PAH extraction was performed using methylene chloride and hexane. Briefly, 

50 mL of methylene chloride and hexane solution was added to each flask. The 

material was transferred to a 125 mL separatory funnel and subjected to 

vigorous agitation for 1 minute. The organic phase was collected and the 

aqueous phase was extracted twice more by addition of 50 mL methylene 

chloride and hexane solution. The end of the extraction was monitored by thin 

layer chromatography (TLC). Anhydrous sodium sulfate was added to the 

collected organic phase, and after filtration the samples were subjected to 

vacuum roto-evaporation at 40 °C until sample volume was reduced to 

approximately 25 mL. The sample was then transferred to 1 mL vial containing 

20 µg of the internal standard. One μL of the sample was injected into the 

GC/MS. 

 
2.5.2 Analysis of biodegradation data 

The internal standard was fluoranthene-d10 (Flu-d10) and surrogate 

solution was phenanthrene-d10 (Phe-d10) and naphthalene d8 (Nap-d8) with 
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purity ≥ 98 % (Sigma-Aldrich, 98 %), solubilized in hexane grade HPLC. The 

internal standard (Flu-d10) was inserted into the samples and diluted in a 

volumetric flask before injection into the GC-MS. The surrogate solution (Phe- 

d10 and Nap-d8) was added to the samples before beginning the extraction 

process. These methods are used to realize possible losses during the 

extraction process. The chromatographic areas of the analytes were corrected 

by extraction recovery rate, obtained by the following formula: [CAs/CAis] x 100, 

where CAis is the chromatographic area of the internal standard, and the CAs is 

the chromatographic area of the surrogate. The fraction analyzed in the diesel 

were aromatic hydrocarbons (PAH), and the main analytes were: naphthalene, 

2-methyl naphthalene, 1-methyl naphthalene, dimethyl naphthalene, trimethyl 

naphthalene and phenanthrene. Analyte concentrations were obtained from a 

calibration curve using different concentrations of a mix of PAH standard 

(Sigma-Aldrich): 50, 55, 60, 65, 70 and 80 μg mL-1. The degradation percentage 

for PAH in the diesel was calculated by the sum of the analytes (ΣPAH), using 

the following formula: [(CD - CS) / CD] x 100, where CD is the PAH 

concentration of the diesel in the control group, and CS is the concentration of 

PAH of the diesel obtained in the sample after the experiment. Finally, the mean 

and standard deviation of the biodegradation rate were calculated. 

 
2.5.3 GC-MS analysis 

Analyses were performed on a gas chromatograph (Shimadzu 2010) 

(Tokyo, Japan) coupled to a mass spectrometer (Shimadzu QP 2010 Plus) and 

equipped with a Restek fused silica capillary column (RTX-5MS 30 m x 0.25 

mm x 0.25 μm) (Bellefonte, PA, USA). The injector temperature was 270 °C and 

was in the splitless injection mode, with helium as a carrier gas at a rate of 1.56 

mL min-1. Mass fragments were recorded by selective ion monitoring (SIM). The 

ions used were as follows: naphthalene (m/z 228, 227), 2-methyl naphthalene 

(m/z 142, 141), 1-methyl naphthalene (m/z 142, 141), dimethyl naphthalene 

(m/z 156, 141), trimethyl naphthalene (m/z 170, 155), and phenanthrene (m/z 

178, 179). The GC temperature program started at 40 °C for 1 minute, followed 

by a heating rate of 20 ºC min-1 until reaching 60 ºC, then a heating rate of 5 ºC 
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min-1 until reaching 260 ºC, and finally 10 ºC min-1 until reaching 280 ºC, where 

it remained for 1 minute. 

 
3. Results 

 
 

3.1 Biodegradation assay using DCPIP 

This assay demonstrated that the AM15 strain of C. mesorugosa (GenBank 

accession no. KY464166) was able to metabolize hydrocarbons present in both 

petroleum and diesel. The change in DCPIP from blue to colorless indicated 

degradation activity after 16 hours of incubation at 30 °C for petroleum, and 

after 10 hours for diesel. 

 
3.2 Molecular Identification and phylogenetic analysis 

Due to the phenotypic plasticity commonly observed in yeasts, we identified the 

AM15 isolate using a two-step process. First, we verified the size polymorphism 

of the fragments generated by the DdeI enzyme from 2,622 bp amplicons 

containing part of the 18S and 28S rRNA genes, the full sequence of 5.8S rRNA 

gene, and the complete sequence of ITS1 and ITS2. The restriction pattern is 

identical to the pattern of Candida mesorugosa L96D (Figure 1). 
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FIGURE 1: PCR-RFLP yeast identification method. The 2,622 bp was digested 

with the DdeI restriction enzyme and produced the same pattern as Candida 

mesorugosa L96D (a). The arrangement of restriction fragments in the 2% 

agarose gel can be compared with the in silico prediction table (b). Fragments 

222 and 224 are collapsed, as well as fragments 205 and 197 due to having 

similar sizes. In (c) the restriction map shows the position of the 11 cut sites of 

DdeI. L 100 bp DNA Ladder. 
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Second, the same 2,622 bp amplicon was sequenced and revealed a 

99% identity with the L96D sequence (Figure 2). The nucleotide sequence of 

the AM15 isolate was deposited in GenBank as Candida mesorugosa-AM15 

under accession number KY464166. Phylogenetic analysis confirmed that the 

strain is associated with the Candida rugosa group, forming a clade with 

Candida mesorugosa L96D (Figure 3). 
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FIGURE 2: Sequence analyses. The 2,622 bp amplicon was sequenced using 

the Sanger method and the sequence alignment showed 3 SNPs, indicated by 

red arrows. (a) Eletropherogram showing the position of the SNP observed in 

(b) the blast2sequence analyses. Numbers represents the position of each 

nucleotide in the sequence. 
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FIGURE 3: Molecular phylogenetic analysis. The evolutionary history was 

inferred by using the maximum likelihood method. The percentage of replicate 

trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test are 

shown next to the branches. All positions containing gaps and missing data 

were eliminated. There were a total of 2,460 positions in the final dataset. 

Evolutionary analyses were conducted in MEGA6. 

 
3.3. Quantitative analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons (HPAs) 

GC-MS analysis revealed that C. mesorugosa AM15 was able to 

degrade PAHs in diesel oil, including naphthalene, 2-methyl naphthalene, 1- 

methyl naphthalene, dimethyl naphthalene, trimethyl naphthalene, and 

phenanthrene. The total degradation rate presented by the lineage was 21.8 ± 

3.8% after seven days, 72.3 ± 6.3% after 14 days, and 79.4 ± 2.2% after 21 

days (Figure 4 AB). Figure 5 shows the PAH degradation spectrum of diesel by 

C. mesorugosa AM15 over 14 days. 
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FIGURE 5: a) Reaction controls. Numbered chromatographic peaks correspond 

to the following compounds: 1) Naphthalene D-8 * (Surrogate); 2) Naphthalene; 

3) 2-methylnaphthalene; 4) 1-methylnaphthalene, 5) Biphenyl; 6) 

Alkylnaphthalenes; 7) Trimethylnaphthalenes 8) Phenanthrene D-10 * 

(Surrogate); 9) Phenanthrene; 10) Fluoranthene D-10 * (Internal Standard). D-8 

FIGURE 4: Biodegradation of PAH from diesel 3 - naphthalene, 2 - methyl 

naphthalene, 1 - methyl naphthalene, dimethyl naphthalene, trimethyl 

naphthalene, and phenanthrene by the Candida mesorugosa line, strain AM15 

(a) Individual biodegradation rates by replicate. (b) Percentage of total PAH 

degradation. 
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and D-10 *: Deuterated Compounds. b) Mass Spectrum demonstrating the 

degradation of PAHs by C. mesorugosa AM15 after 14 days of incubation 

 
 

4. Discussion 

Several approaches have been adopted for selection of microorganisms to 

metabolize recalcitrant compounds in petroleum and its derivatives [13,16,23- 

25]. Preliminary selection using DCPIP allowed evaluation of the potential of the 

isolated C. mesorugosa AM15 to degrade hydrocarbons. The colorimetric 

method in this study has been used by other authors as a preliminary test for 

selection of degrading microorganisms, because it is a low cost, qualitative 

approach [16,23,25,26]. The speed with which a certain number promotes a 

color change during the experiment defines the capacity of degradation. The C. 

mesorugosa AM15 lineage showed change in DCPIP color after 14 hours of 

incubation when using petroleum, and after 10 hours of incubation using diesel. 

Diesel is a product derived from the distillation of petroleum, and the 

consequent lower viscosity favors the entry of hydrocarbon degrading 

microorganisms; this causes color changes in DCPIP to occur faster than in 

petroleum. Comparison of our results with other studies indicate better 

degradation performance of C. mesorugosa AM15 compared to other isolates. 

For example, Ferrari et al. [27] report color change in DCPIP after three weeks 

of incubation with fungal isolates, while Lima et al. [28] reported DCPIP change 

with Amazonian fungi after 24 hours of incubation. 

The genera Candida, Cryptococcus, Pichia, Rhodosporidium, Rhodotorula 

and Saccharomyces have a broad diversity of species reported to be capable of 

PAH degradation [9,11,29-33]. However, the current study is the first to 

describe such activity in C. mesorugosa for PAH decomposition in petroleum 

and diesel. The species was first described by Chaves et al. [34] and was 

initially isolated from a hospital environment, which contrasts our methods of 

isolation from water samples drawn from the Urucu Petroleum Province effluent 

pond. The current study is also first report of this species in the Amazon biome. 

Although there are no previous reports of C. mesorugosa metabolizing PAH in 

petroleum and diesel in the literature, other species of the Candida genus have 

been described as hydrocarbon degraders, including C. tropicalis, C. 
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digboiensis, C. viswanathii, C. catenulate, and C. ernobii [4,24,35-38]. We 

demonstrated that C. mesorugosa AM15 was able to degrade a PAH mixture of 

naphthalene, 2-methylnaphthalene, 1-methylnaphthalene, dimethylnaphthalene, 

trimethylnaphthalene, and phenanthrene, with 21.8% total degradation in 7 

days, 72.3% in 14 days, and 79.4% in 21 days (Fig. 4a,b; 5a,b). Gargouri et al. 

[13], Hesham et al [4], Sood & Lal [36], and Farag & Soliman [24] in studies of 

degradation efficiency for the different petroleum compounds, found rates in the 

same order of magnitude in lineages of Candida sp. [13] C. viswanathii [4], C. 

digboiensis [36], and C. tropicalis [24]. 

The results obtained in the present study demonstrate the potential of C. 

mesorugosa lineage AM15 to be used in bioremediation approaches for 

impacted environments with petroleum and derivatives. However, future 

mesoscale experiments that simulate impacted ecosystems should be 

conducted to analyze the performance of C. mesorugosa AM15 in an 

experimental design that is closer to the natural environment. 

 
5. Conclusion 

The Candida mesorugosa AM15 strain isolated in the present study has 

demonstrated efficiency in the degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons 

in diesel oil, and may be a promising resource for use in recovery projects 

involving petroleum and its derivatives in impacted areas of the Amazon region. 
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CONCLUSÕES 

 

 
1- Pode–se constatar que tanto no ambiente impactado com petróleo como no 

ambiente não impactado, há ocorrência de microrganismos com capacidade 

para degradar petróleo; 

 
 

2- A abordagem metodológica utilizando meio mínimo acrescido de petróleo 

como única fonte de carbono demonstrou ser um método eficiente no 

enriquecimento de microrganismos com potencial degradador; 

 
 

3- O ensaio com indicador redox 2,6- diclorofenol indofenol confirmou a 

expectativa na triagem de isolados com potencial degradador; 

 
 

4- A taxa de degradação expressada pela linhagem C. mesorugosa AM15, no 

ensaio de CG-MS confirmou estar na mesma ordem de grandeza que as 

outras espécies do mesmo gênero citadas na literatura; 

 
 

5- As linhagens C. mesorugosa e B. toyonensis, são referidos pela primeira vez, 

neste trabalho, como degradadores de petróleo e derivados; 

 
 

6- O fato da linhagem de S. marcescens isolada neste trabalho ter expressado 

capacidade de degradar petróleo reafirma o papel dessa espécie bacteriana 

como degradadora de xenobióticos. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 
Considerando-se os resultados obtidos, parece-nos promissora a 

proposição de se utilizar as três linhagens num consórcio microbiano, capaz 

de degradar porcentagens mais elevadas de hidrocarbonetos do petróleo, 

tendo em vista as taxas de degradação obtidas em separado, pela linhagem 

C. mesorugosa. Além disso, serão realizados ensaios de toxicidade, 

genotoxicidade, patogenicidade, e produção de biossurfactante. 
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Resumo 
Enzimas são catalisadores biológicos responsáveis pela condução de reações 
bioquímicas fundamentais ao metabolismo e equilíbrio homeostático de células 
eucariontes e procariontes. Há uma demanda crescente de catalisadores 
biológicos em detrimento a catalisadores químicos, para utilização em processos 
de produção industrial, dado o alto grau de especificidade, melhor rendimento da 
reação e baixo custo final e também por sua baixa toxicidade. O objetivo deste 
estudo foi realizar uma busca direcionada de produção de hidrolases – amilases, 
proteases, lipases e celulases, por isolados microbianos de ambientes aquáticos 
do entorno da Província Petrolífera de Coari – AM. Foram empregados meios de 
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cultivo contendo substratos específicos que estimularam a expressão das 
enzimas – alvo. Os resultados foram obtidos mediante leitura dos halos de 
degradação em torno das colônias microbianas crescidas em placas. Os Índices 
Enzimáticos (IE) foram estabelecidos pela medida do diâmetro médio do halo de 
degradação dividido pelo diâmetro médio da colônia microbiana. Do total de 39 
isolados microbianos, bactérias e leveduras, obteve-se em percentuais, para 
atividade lipolítica, 61,53%, com IE máximo entre 2,0 e 6,98; para atividade 
amilolítica, 64,10% com IE máximo entre 2,0 e 2,5; atividade enzimática para 
celulase em 35,89% dos isolados, com IE entre 2,0 e 3,5; e finalmente, atividade 
de protease foi observada em 46,15% dos isolados, apresentando IE máximo 
entre 2,0 e 8,15. Os resultados obtidos foram bastante satisfatórios com 
destaque para as lipases e proteases, encorajando análises futuras visando sua 
utilização em processos industriais. 

 
Palavras-chave: Prospecção, Microrganismos, Lipase, Protease, Amilase, 
Celulase. 

 
 

Abstract 

Enzymes are biological catalysts responsible for the conduction of biochemical 
reactions fundamental to the metabolism and homeostatic balance of eukaryotic 
and prokaryotic cells. There is a growing demand for biological catalysts rather 
than chemical catalysts for use in industrial production processes, given the high 
degree of specificity, better reaction yields and lower final cost, and also because 
of their low toxicity. The objective of this study was to conduct a targeted search 
for the production of hydrolases - amylases, proteases, lipases and cellulases, by 
microbial isolates from aquatic environments in the vicinity of the Coari - AM 
Petroleum Province. Culture media containing specific substrates were used 
which stimulated the expression of the target enzymes. The results were 
obtained by reading the degradation halos around the microbial colonies grown 
in plates. The Enzymatic Indices (EI) were established by measuring the mean 
diameter of the degradation halo divided by the mean diameter of the microbial 
colony. Of the total of 39 microbial isolates, bacteria and yeasts, 61.53% were 
obtained in percentage, for lipolytic activity, with a maximum EI between 2.0 and 
6.98; For amylolytic activity, 64.10% with maximum EI between 2.0 and 2.5; 
Enzymatic activity for cellulase in 35.89% of the isolates, with EI between 2.0 and 
3.5; And finally, protease activity was observed in 46.15% of the isolates, with a 
maximum IE between 2.0 and 8.15. The results obtained were very satisfactory 
with emphasis on the lipases and proteases, encouraging future analyzes aiming 
their use in industrial processes. 

 
Key-words: Prospecting, Microorganisms, Lipase, Protease, Amylase, Cellulase. 
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1. Introdução 

As enzimas são catalisadores biológicos que atuam em diversos processos 

bioquímicos celulares promovendo a adaptação dos microrganismos ao meio 

(LITTLECHILD et al, 2015). São utilizadas em diferentes setores da economia 

mundial, tendo uma vasta aplicação na biotransformação de diferentes 

substratos, agregando valor a produtos têxteis, alimentícios, medicamentos, 

cosméticos, e produtos de uso científico e biotecnológico (ORLANDELLI et al., 

2012). As enzimas de origem microbiana têm sido amplamente utilizadas em 

diferentes setores industriais, devido a sua fácil manipulação genética, 

possibilidade de produção enzimática em larga escala, diminuição de tempo, e 

redução dos custos de produção (LITTLECHILD et al, 2015; MAKI et al, 2009; 

OLIVEIRA, et. al., 2006). 

Os avanços nos processos de purificação e recuperação de proteínas com 

o auxílio da biotecnologia tem aprimorado a tecnologia enzimática, visando à 

melhoria dos processos envolvendo biocatalisadores (ORLANDELLI et al., 

2012). No cenário atual são conhecidas aproximadamente 4000 enzimas, das 

quais cerca de 200 são comercializadas, e 20 são produzidas em larga escala. 

Dentre as enzimas comercializadas, 75% são hidrolases, e desse total, 90% são 

de origem microbiana (LI et.al, 2012; MESSIAS et al, 2011). A demanda 

crescente do setor industrial por catalisadores biológicos com propriedades que 

se adequem a condições específicas de processos industriais, tem aumentado a 

busca por microrganismos produtores de enzimas (MALAJOVICH, 2012, 

MONTEIRO & SILVA, 2009). 

As lipases, proteases, amilases e celulases são enzimas hidrolíticas de 

grande interesse comercial. Atualmente, as proteases estão em primeiro lugar 

no mercado mundial de enzimas microbianas utilizadas pela indústria, seguidas 

pelas amilases (ORLANDELLI et al. , 2012). As proteases respondem por 

aproximadamente 40% das vendas totais, e as amilases por 25 a 33% da 

produção mundial de enzimas (TIWARI, 2014; CARVALHO, 2008; PANDEY e.t 

al., 2005; GUPTA et. al., 2003). As lipases, classe de enzimas de destacada 

relevância para a indústria de detergentes, são empregadas, ainda, nas áreas 

farmacêutica, alimentícia, de laticínios, de papel, de couro, produtos químicos, 

tratamento de águas residuais, dentre outras (MASOMIAN, 2016; SACCO,
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2013). Finalmente, as celulases, grupo de enzimas sintetizadas por diferentes 

microrganismos principalmente fungos e bactérias, são amplamente utilizadas 

nas indústrias de papel, de alimentos, têxtil, de detergentes, de couro e na 

produção de biocombustível (GUPTA et al., 2011). Contextualmente, esse uso 

crescente deve-se à facilidade de obtenção, por técnicas de melhoramento 

genético, levando vantagem em comparação aos catalisadores químicos, como 

maior especificidade, menor consumo energético mais amistosos ao meio 

ambinete e maior velocidade de reação, e redução dos custos de laboratório e 

de equipamentos. Nesse contexto, o foco central deste trabalho foi estabelecer 

uma busca direcionada de enzimas hidrolases, de origem microbiana, de 

ambientes aquáticos amazônicos pré-selecionados em meio contendo petróleo 

como única fonte de carbono. 

 
2. Material e Métodos 

 
 

2.1.1 Área de estudo 

A área de estudo compreende a base de operações da Petrobrás Geólogo 

Pedro de Moura localizada Município de Coari/AM - Brasil, situado a 653 km em 

linha reta a sudoeste de Manaus (4º30´S/64º30´W), (PETROBRAS, 2008). 

 
2.1.2 Coleta e processamento das amostras 

As amostras de água foram coletadas no dique de efluente localizado no 

entorno da base petrolífera de Urucu.   O local de estudo corresponde ao dique 

de efluente (S1), o dique é uma lagoa artificial, onde são descartados resíduos 

de petróleo processados na base, sua localização geográfica georefenciada 

corresponde a (S 04°51‘50.4‖ / W 065°18‘00.3‖). A coleta foi realizada a margem 

da lagoa a uma profundidade de 50 cm e no meio da lagoa a uma profundidade 

de 2 metros. O segundo sítio de coleta trata-se do Igarapé natural (S2), sem 

contato com o dique de efluente, e sem indícios de contaminação/poluição (S 

04°51‘40.4‖ / W 065°17‘52.7‖). A água foi coletada a margem do igarapé a uma 

profundidade de 20 cm. O terceiro sítio de coleta corresponde ao Igarapé após o 

encontro com o dreno do dique de efluente (S 04°51‘40.9‖ / W 065°17‘50.4‖). A 

coleta foi realizada a 20 cm de profundidade. Em seguida, as amostras de água 
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foram acondicionadas em garrafas de vidro esterilizadas, e mantidas 

refrigeradas em caixa térmicas durante o translado da Província Petrolífera de 

Urucu/ Coari até o seu processamento no laboratório de Tecnologia do DNA 

recombinante na Universidade Federal do Amazonas-UFAM em Manaus. 

 
2.1.3 Isolamento 

As amostras de água foram enriquecidas em meio mineral Buschnell Haas 

(BH) (DIFCO™), 90 ml, e 1% de petróleo cru como única fonte de carbono, 

utilizando Erlenmeyers de 250 mL, tendo-se inoculado 10 mL de água, de cada 

sítio amostrado, em foram incubadas a 300 C, sob agitação de 180 rpm/min em 

shaker rotativo durante 21 dias. Os microrganismos foram isolados em meio 

mínimo BH ágar contendo petróleo previamente esterilizado pelo método de 

filtração em membranas milipore 0,22µm. As cepas selecionadas foram 

cultivadas em meio ágar triptona soja (TSA - DIFCO™). Após o enriquecimento 

foi realizadas diluição seriada com as amostras de água, de 10–1 a 10–5 em 

placas contendo ágar triptona soja (TSA). A contagem das UFC‘s totais, foi feita 

distribuindo-se 1 mL de cada diluição em placas de Petri contendo meio TSA. As 

placas foram incubadas a 30º C e a contagem foi realizada após 24 horas. 

 
2.1 Identificação parcial dos isolados 

Os isolados foram caracterizados quanto à morfologia das colônias e sua 

propriedade tintorial pelo método de GRAM. 

 
2.2 Atividade enzimática dos isolados microbianos 

Os ensaios laboratoriais utilizados para estimular a expressão de 

enzimas, pelos isolados microbianos, foram conduzidos em meios específicos 

(em triplicata) para produção de lipase, protease, amilase e celulase 

respectivamente. 

 
2.2.3 Determinação da atividade Lipolítica - Para testar a habilidade dos 

isolados em produzir lipase em meio sólido, as colônias isoladas em cultivo puro 

foram transferidas para placas contendo (0,002g/L de rodamina B, 2% de azeite 

de oliva, 3g/L de peptona, 2g/L extrato de levedura, 2g/L de fosfato de potássio 
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monobásico, 2g/L de cloreto de cálcio, 1g/L de sulfato de magnésio, 18g/L de 

ágar, 1% de tween 80). As placas foram incubadas por 48 horas em estufa 

B.O.D a 37°C. A atividade enzimática foi visualizada pela presença de um halo 

transparente em volta da colônia em contraste com o meio rosa. 

 
2.2.4 Determinação da atividade Amilolítica - A produção de amilase foi 

avaliada em placas contendo meio comercial ágar amido (Himedia) com 8g/L de 

amido de milho. Após 48 horas de incubação a 37 °C em estufa B.O.D, 

adicionou-se ao meio 50 mL de tintura de iodo o qual revelou um halo claro em 

volta da colônia indicando a atividade Amilolítica. 

 
2.2.5 Determinação da atividade Proteolítica - A capacidade dos isolados 

microbianos em expressar protease foi avaliada em meio sólido contendo (2g/L 

de extrato de levedura, 10g/L de leite desnatado, 2,5g/L de gelatina, 15g/L de 

ágar). Após 48 horas de incubação a 37 °C em estufa B.O.D, foram verificados 

os halos transparentes, em volta da colônia indicando a atividade proteolítica. 

 
2.2.6 Determinação da atividade Celulolítica - A atividade celulolítica foi 

detectada em meio contendo (1% de carboximetilcelulose, 2,5g/L de peptona, 

2,5g/L de NaCl, 1,25g/L de extrato de levedura, 15g/L de ágar), as placas foram 

incubadas a 37 °C em estufa B.O.D. Após 24 horas foi adicionado 5.0 mL de 

solução reveladora de congo red a 0,25% (2,5g/L), a atividade enzimática foi 

observada pelo halo claro em volta da colônia. 

 
2.2.7 Avaliação do índice enzimático dos isolados (IE) - A atividade 

enzimática dos microrganismos isolados nos meios específicos para produção 

de lipase, protease, amilase e celulase, foi determinada pelo índice enzimático 

(IE), onde, diâmetro médio do halo de degradação foi dividido pelo diâmetro 

médio da colônia conforme a equação abaixo. O resultado é considerado 

satisfatório quando o IE for = ou < 2.0 o que indica atividade enzimática (SILVA, 

et al., 2015; FLORENCIO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2006; STAMFORD et al., 

1998). 
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Equação 1: IE= Diâmetro do halo (mm) = IE(mm) 

Diâmetro da colônia (mm) 

 
 

2.2.8 Análise estatística - As atividades enzimáticas dos microrganismos 

foram analisadas estatisticamente utilizando um delineamento experimental 

casualizado, com três repetições, os índices obtidos foram submetidos à análise 

de variância (ANOVA), onde foi aplicado o teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. A análise foi realizada no programa Assistat 7.7 beta, pacote de 

assistência estatística, desenvolvido pelo Prof. Dr. Francisco de S. de A.S. e 

Silva da Universidade Federal de Campinas Grande (SILVA & AZEVEDO, 2009). 

 
3 Resultados e discussão 

Foram isolados 39 microrganismos, sendo 17 cepas do dique de efluente; 

12 do igarapé natural e 10 do Igarapé após a confluência com o efluente. A 

estimativa das populações microbianas foi realizada com base no NMP em 

UFC‘s/mL. Os resultados para os três ambientes estão dispostos na tabela 1. 

 
Tabela 1: Número de UFC's por ponto de coleta 

 

 
Código 

 
Pontos de coleta 

 
Profundidade 

 
UFC’s/mL 

S1 Dique de efluente 50 cm 6400x10
2
 

  2 m 495x10
2
 

S2 Igarapé natural 20 cm 127x10
2
 

 
S3 

Igarapé após o encontro 
com o dreno do dique de 

                                   efluente  

 
20 cm 

 
1950x10

2
 

 

Dos 39 isolados microbianos analisados pelo método de Gram, 3 foram 

identificados como leveduras, com propriedade tintorial Gram–positiva; 22 como 

Bacilos Gram–negativos; e 14 são Bacilos Gram-positivos (tabela 2). 

A expressão da atividade enzimática dos isolados foi avaliada em meios 

específicos para detecção da produção de amilase, celulase, protease e lipase 

(tabela 2). A atividade enzimática foi determinada pela medida do raio em meio 

sólido, onde o índice enzimático (IE) foi considerado satisfatório quando se 

apresentou igual ou maior que 2.0 mm conforme previamente descrito em outros 

estudos (SILVA, et al., 2015; FLORENCIO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2006; 
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STAMFORD et al., 1998). Considerando as médias dos índices enzimáticos (IE) 

de cada isolado obtidos neste estudo, verifica-se que não houve diferenças 

significativas ao nível de p < 0.01 (tabelas 3, 4, 5 e 6). 

Tabela 2: Identificação morfotintorial e resultados dos testes enzimáticos dos microrganismos 
isolados do Dique de Efluente (S1); Igarapé Natural (S2) e Igarapé após a confluencia com o 
efluente (S3) 

 

 
ISOLADO IDENTIFICAÇÃO MORFOTINTORIAL RESULTADOS DOS TESTES ENZIMÁTICOS 

 
Morfologia 

Propriedade 
tintorial 

Amilase Lipase Protease Celulase 

S1-01 Bacilo Gram – negativo + + + + 

S1-02 Levedura Gram – positivo + - + - 

S1-03 Levedura Gram – positivo + - - - 

S1-04 Levedura Gram – positivo - + + - 

S1-05 Bacilo Gram – positivo + + - + 

S1-06 Bacilo Gram – positivo + + - + 

S1-07 Bacilo Gram – positivo + - + + 

S1-08 Bacilo Gram – negativo - - - - 

S1-09 Bacilo Gram – negativo + + - - 

S1-10 Bacilo Gram – positivo + - + + 

S1-11 Bacilo Gram – negativo - - - - 

S1-12 Bacilo Gram – positivo - + + - 

S1-13 Bacilo Gram – negativo - + - - 

S1-14 Bacilo Gram – negativo - - - - 

S1-15 Bacilo Gram – negativo + - - - 

S1-16 Bacilo Gram – positivo + - + + 

S1-17 Bacilo Gram – positivo + - + - 

S2-01 Bacilo Gram – negativo - - - - 

S2-02 Bacilo Gram – negativo + + - - 

S2-03 Bacilo Gram – positivo + + + + 

S2-04 Bacilo Gram – negativo + + - - 

S2-05 Bacilo Gram – negativo - + + - 

S2-06 Bacilo Gram – positivo - + - + 

S2-07 Bacilo Gram – negativo + + - + 

S2-08 Bacilo Gram – negativo + + + - 

S2-09 Bacilo Gram – negativo - + + - 

S2-10 Bacilo Gram – negativo + + - - 

S2-11 Bacilo Gram – negativo - + - - 

S2-12 Bacilo Gram – negativo + + + - 

S3-01 Bacilo Gram – negativo - + + + 

S3-02 Bacilo Gram – negativo - + - - 

S3-03 Bacilo Gram – positivo + - - - 

S3-04 Bacilo Gram – positivo + - + - 

S3-05 Bacilo Gram – positivo + + - + 

S3-06 Bacilo Gram – negativo - + - - 

S3-07 Bacilo Gram – negativo + + - - 

S3-08 Bacilo Gram – positivo + - + + 

S3-09 Bacilo Gram – negativo + + + + 

S3-10 Bacilo Gram – positivo + - + + 
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No teste de atividade da lipase (pH entre 8,0 e 8,5) 24 isolados 

microbianos, o equivalente a 61,53% do total de isolados (tabela 7) mostraram- 

se positivos, sendo 7 isolados do Dique de efluente, 11 do Igarapé natural e 6 do 

igarapé após confluência com o vertedouro. Quanto à morfologia, 17 são 

Bacilos Gram – negativos; 6 são Bacilos Gram – positivos e 1 levedura. Os 

índices enzimáticos variaram entre 2,0 e 6,98mm (tabela 3). Se levarmos em 

conta o IE como parâmetro para avaliar o potencial de utilização das lipases, 

nota-se que o maior índice de atividade lipolítica, obtido neste trabalho, 

representa quase o dobro quando comparado ao descrito por Carrim et al. 

(2006), IE de 3,7 (22,22%); é três vezes maior quando confrontado a Oliveira, et 

al., (2006), IE de 2,0 (4,9%); e quase 3 vezes em relação aos IE obtidos por 

Stamford et al., (1998), IE máximo de 2,89 (4,41%). O percentual dos 

microrganismos ativos para expressão de lipases no presente estudo extrapola 

em magnitude de mais de 10 vezes, os isolados microbianos descritos nos 

trabalhos aqui citados – percentual entre parênteses. Essa diferença elevada 

pode ser explicada pelo fato de que lipídios são dispersos de modo mais 

facilitado em meio aquoso do que em solos, aumentando o contato entre 

microrganismos produtores de lipases e substrato lipídico. Os isolados 

microbianos obtidos neste estudo demonstraram elevado potencial de produção 

de lipase, encorajando a utilização dos mesmos em processos de produção de 

lipases para uso industrial. 
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Tabela 3: Análise estatística semiquantitativa da produção de lipase. 
 

Isolado 
s 

Médias de tratamento 
Índices Enzimáticos 

Lipase 

S1-01 1.8fg 2.00 2.00 1.50 

S1-04 3.0c 3.12 3.00 3.00 

S1-05 2.6d 2.50 2.60 2.70 

S1-06 2.06ef 2.00 2.00 2.20 

S1-09 1.5gh 1.50 1.50 1.50 

S1-12 1.5gh 1.40 1.50 1.60 

S1-13 2.08ef 2.25 2.00 2.00 

S2-02 0.58i .66 .60   .50 

S2-03 1.5gh 1.50 1.50 1.70 

S2-04 2.6d 2.50 2.50 2.80 

S2-05 2.63d 2.66 2.60 2.70 

S2-06 1.53gh 1.50 1.60 1.50 

S2-07 2.5d 2.50 2.40 2.60 

S2-08 2.0ef 2.00 2.00 2.00 

S2-09 0.567i .50 .50   .70 

S2-10 5.0b 5.00 5.00 5.00 

S2-11 0.64i .66 .60   .66 

S2-12 2.31de 2.33 2.30 2.30 

S3-01 6.8a 6.98 6.50 6.92 

S3-02 0.53i .50 .60   .50 

S3-05 1.31h 1.33 1.30 1.30 

S3-06 1.62gh 1.66 1.60 1.60 

S3-07 2.0ef 2.00 2.00 2.00 

S3-09 2.08ef 2.14 2.10 2.00 

Médias de três repetições: As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si 

(p < 0.01) nível de 1% de probabilidade; DMS (Tukey) = 0.35. 

 

A produção de amilase foi expressa por um total de 25 cepas microbianas 

(64,10%) sendo, 11 do dique de efluente, 7 do igarapé natural e 7 do igarapé 

após o vertedouro (tabela 7). Entre os isolados microbianos, 12 são Bacilos 

Gram – positivos, 2 leveduras com propriedade tintorial Gram – positiva e 11 

Bacilos Gram – negativos. Os maiores IE expressos ficaram entre 2,0 e 2,5 mm 

(tabela 4), demonstrando maior atividade, e percentual de isolados superior 

quando comparado aos resultados obtidos por Oliveira et al., (2007), que 

avaliaram a produção de amilase por isolados de rizóbios, e observaram que dos 

19 isolados testados em meio sólido YMA modificado, 7 (36,8%) expressaram 

atividade com índice de 2,1 mm. No entanto, o maior IE de atividade amilolítica 

foi inferior ao descrito em Baratto et al., (2011), os quais isolaram 
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microrganismos a partir de fontes agroindustriais e solos, com atividade 

amilolítica variando entre 1,0 e 4,19 mm, no entanto o percentual de isolados 

amilolíticos, obtidos por esses autores foi menor (51,4%) em relação ao nossos 

achados. 

Tabela 4: Análise estatística semiquantitativa da produção de amilase. 
 

Isolados Médias de tratamento 
Índices Enzimáticos 

Amilase 

S1-01 1.6 cd 1.50 1.66 1.66 

S1-02 1.9abc 1.75 2.00 2.00 

S1-03 1.55cd 1.66 1.50 1.50 

S1-05 1.4d 1.20 1.50 1.50 

S1-06 2.16a 2.50 2.00 2.00 

S1-07 1.43d 1.30 1.50 1.50 

S1-09 1.01e 1.04 1.00 1.00 

S1-10 0.54f .62 .50   .50 

S1-15 1.56cd 1.50 1.60 1.60 

S1-16 1.66bcd 1.60 1.70 1.70 

S1-17 1.56cd 1.70 1.50 1.50 

S2-02 1.43d 1.50 1.40 1.40 

S2-03 1.44d 1.33 1.50 1.50 

S2-04 1.99ab 1.99 2.00 2.00 

S2-07 0.53f .60 .50   .50 

S2-08 0.57f .52 .60   .60 

S2-10 1.5d 1.52 1.50 1.50 

S2-12 1.55cd 1.66 1.50 1.50 

S3-03 1.44d 1.33 1.50 1.50 

S3-04 2.0ab 2.00 2.00 2.00 

S3-05 1.4d 1.25 1.50 1.50 

S3-07 2.16a 2.50 2.00 2.00 

S3-08 1.5d 1.50 1.50 1.50 

S3-09 1.4d 1.20 1.50 1.50 

S3-10 1.55cd 1.66 1.50 1.50 

Médias de três repetições: As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. (p 

< 0.01) nível de 1% de probabilidade; DMS (Tukey) = 0.38. 

 

 

A atividade celulolítica foi expressa por 14 (35.89%) isolados, sendo 6 do 

Dique de efluente; 3 do Igarapé natural e 5 do Igarapé após o vertedouro (tabela 

7). São eles, 10 Bacilos Gram – positivos e 4 Bacilos Gram – negativos. Os 

maiores índices enzimáticos expressos variaram entre 2,0 e 3.51mm (tabela 5). 

Não obstante os índices enzimáticos obtidos para atividade celulolítica estarem 
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dentro do índice mínimo, no entanto, estão abaixo daqueles descritos por 

Queiroz et al, (2002), os quais reportaram variação de IE entre 5,0 e 31,7 mm 

para atividade celulolítica e de lacases em 27 cepas bacterianas isoladas de 

efluente de fábrica de papel, e desse total 63% degradaram celulose. No 

entanto, isso pode ser explicado pelo fato de que a amostra foi obtida de 

efluente de indústria de celulose, onde os microrganismos estão submetidos a 

uma única fonte de carbono, conferindo alto grau de especialização frente a 

ambiente saturado por resíduos de celulose. 

 
 

Tabela 5: Análise estatística semiquantitativa da produção de celulase. 
 

Isolados Médias de tratamento 
Índices Enzimáticos 

Celulase 

S1-01 2.0cd 2.00 2.00 2.00 

S1-05 2.2c 2.40 2.00 2.20 

S1-06 1.3e 1.34 1.30 1.30 

S1-07 2.0cd 2.00 2.00 2.00 

S1-10 0.91f .84 1.00 .90 

S1-16 0.84fg .73 1.00 .80 

S2-03 2.6b 2.74 2.50 2.70 

S2-06 0.37hi .33 .50   .30 

S2-07 1.7d 1.71 1.70 1.70 

S3-01 3.43a 3.51 3.50 3.30 

S3-05 0.58gh .66 .60   .50 

S3-08 0.2i .20 .30   .10 

S3-09 0.52h .57 .50   .50 

S3-10 1.69d 1.77 1.80 1.50 

Médias de três repetições: As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. 

(p < 0.01) nível de 1% de probabilidade; DMS (Tukey) = 0.31. 

 

 

Foram selecionados 18 (46,15 %) isolados microbianos com atividade 

proteolítica (pH 7,0) sendo 8 do Dique de efluente, 5 do Igarapé natural e 5 do 

igarapé após o vertedouro (tabela 7). Desses, 9 são Bacilos Gram – positivos; 7 

são Bacilos Gram – negativos e 2 leveduras. Os melhores índices enzimáticos 

foram registrados entre 2,0 e 8,15 mm (tabela 6). Comparando com os maiores 

IE para atividade proteolítica e percentual dos isolados – relacionados entre 

parênteses, descritos em Bueno et al., (2009), IE entre 0,75 e 0,92 (22,2%); 

Oliveira, et al., (2006), IE entre 2,0 e 6,7 (35,9%); e Stamford et al., (1998), IE 
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Os isolados que se destacaram pela habilidade múltipla e versatilidade 

entre 1,30 e 4,0 (5,8%), a descoberta dessas bactérias produtoras de protease, 

abre perspectiva de serem realizadas pesquisas visando determinar o potencial 

desses microrganismos para uso em indústrias. 

 
 

Tabela 6:Análise estatística semiquantitativa da produção de protease. 
 

Isolados Médias de tratamento 
Índices Enzimáticos 

Protease 

S1-01 1.5e 1.50 1.50 1.50 

S1-02 1.66e 1.60 1.60 1.80 

S1-04 1.9d 1.80 2.00 2.00 

S1-07 1.62e 1.66 1.60 1.60 

S1-10 1.56e 1.50 1.50 1.70 

S1-12 0.45g .46 .40   .50 

S1-16 3.0b 3.00 3.00 3.00 

S1-17 1.5e 1.50 1.50 1.50 

S2-03 2.5c 2.33 2.50 2.70 

S2-05 1.06f 1.00 1.00 1.20 

S2-08 2.0d 2.00 2.00 2.00 

S2-09 2.5c 2.50 2.50 2.50 

S2-12 2.08d 2.06 2.00 2.20 

S3-01 8.08a 8.15 8.10 8.00 

S3-04 0.097h .09 .10   .10 

S3-08 0.59g .57 .60   .60 

S3-09 1.5e 1.50 1.50 1.50 

S3-10 0.08h .05 .10   .10 

Médias de três repetições: As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. 

(p < 0.01) nível de 1% de probabilidade; DMS (Tukey) = 0.23. 

 

 

Os isolados que se destacaram pela habilidade múltipla e versatilidade 

foram S1-01, S2-03, S3-09 os quais apresentaram atividade enzimática para os 

testes de celulase, amilase, lipase e protease respectivamente. As cepas, S1-05, 

S1-06, S2-07 e S3-05 expressaram atividade enzimática para amilase, lipase e 

celulase. As amostras S1-07, S1-10, S1-16, S3-08 e S3-10, apresentaram 

atividade positiva quando submetidas aos testes de produção de amilase, 

protease e celulase. Os isolados, S2-08, S2-12, hidrolisam, amido, lipídio e 

proteínas. A amostra S3-01 foi positiva nos testes para lipase, protease e 

celulase. A atividade enzimática expressa pelos 39 isolados está apresentada na 

(Tabela 7). 



130  

Tabela 7: Atividade enzimática expressa por isolados do Dique de Efluente (S1); Igarapé Natural 

(S2) e Igarapé após a confluencia com o efluente (S3) 
 

 
Testes 

enzimáticos 

Isolados 
positivos / 

total de 
isolados 

S1 

Isolados 
positivos / 

total de 
isolados 

S2 

Isolados 
positivos / 

total de 
isolados 

S3 

N
o
 de 

isolados 
positivos/ 
total de 
isolados 

Total de 
isolados 
positivos 

(%) 

Amilase 11/17 7/12 7/10 25/39 64.10% 

Lipase 7/17 11/12 6/10 24/39 61.53% 

Protease 8/17 5/12 5/10 18/39 46.15% 

Celulase 6/17 3/12 5/10 14/39 35.89% 

 
 

 
4 Conclusão 

 
Considerando as condições experimentais empregadas neste estudo, pode- 

se verificar um percentual elevado de isolados microbianos que expressaram 

atividade enzimática para amilases, proteases, lipases, e celulases, com IE 

superior à média relatada em trabalhos anteriores, o que demonstra elevada 

capacidade catalítica. Destacam-se neste estudo a atividade das lipases e 

proteases, que extrapolaram IE descritos na literatura científica recente. Testes 

de estabilidade de pH, temperatura e atividade catalítica deverão ser conduzidos 

para a seleção visando a utilização em processos industriais e biotecnológicos. 
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ANEXOS 

 
Anexo I: Coleta das amostras de água 

 

A B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C D 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

E 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 1: Sítios de coleta. A-B Igarapé natural - livre de contaminação com petróleo. C-D) Dique de 

efluente. E) Igarapé após o encontro com o dreno do dique de efluente. Foto: Marelis Ruiz. 
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   A  B 

C D 

E F 

Anexo II: Enriquecimento das amostras e seleção de microrganismos degradadores 

de petróleo. 

 
 

 

Figura 2: Seleção de microrganismos. A-B) Enriquecimento das amostras. c) Isolamento de 
microrganismos. D) C. mesorugosa. E) S. marcescens. F) B. toyonensis. 
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Anexo III: Testes bioquímicos das linhagens bacterianas degradadoras de petróleo 
isoladas de ambientes aquáticos da Amazônia. 

 

   A B  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   C D  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  E F  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

G H 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3: Caracterização fenotípica. A-B) Tríplice açúcar ferro (TSI). C) Citrato de Simons. D) Manitol. 

E) Oxidase. F) Coagulase. G)  Voges-Proskauer. H) Fermentação da lactose. 
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   E     F  
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Anexo IV: Avaliação do potencial de biodegradação do petróleo por linhagens 
microbianas isoladas de ambientes aquáticos do entorno da Base petrolífera de 
Coari –AM, utilizando o indicador redox DCPIP. 

 
 

 

Figura 4: Microrganismos degradadores de petróleo. A-B) Candida mesorugosa. C-D) Bacillus 
toyonensis. E-F) Serratia marcescens. G-H) Ensaio em placas de cultura de células com 24 poços. 
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Anexo V: Avaliação do crescimento microbiano em meio BH suplementado 
com 1% de óleo diesel como única fonte de carbono. 

 
 

 

Figura 5: Crescimento microbiano em meio BH suplementado com 1% de óleo diesel. (SM) 
Serratia marcescens. (C) Candida mesorugosa. (BT) Bacillus toyonensis. 
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Anexo VI: Avaliação da produção de biossurfactante por linhagens microbianas 
com potencial para degradar petróleo. 

 
 
 

 

Figura 6: A-B-C-D-E) Avaliação do índice de emulsificação. Ensaio do colapso da gota e dispersão 
do petróleo. 
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Anexo VII: Perfil de sensibilidade a antimicrobianos das linhagens bacterianas 
degradadoras de petróleo. 

 

 

 

Figura 7: Resultados dos antibiogramas realizados com linhagens bacterianas degradadoras de 
petróleo. 


