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RESUMO

A contaminagéo por hidrocarbonetos na regido amazénica representa um desafio
ambiental significativo, especialmente em areas submetidas a intensa atividade
portuaria. Apesar do reconhecido potencial microbiano da Amazbnia, consorcios
autéctones capazes de degradar hidrocarbonetos permanecem pouco explorados.
Neste estudo, caracterizou-se um consércio microbiano isolado das aguas do rio
Negro, na regido de Manaus (AM), cultivado em meio Bushnell Haas suplementado
com 1% de dleo diesel. A eficiéncia da biodegradagéo foi avaliada por espectrometria
de massas, com quantificacdo dos alcanos. Apos sete dias de incubacédo, o consorcio
apresentou taxas superiores a 98 £ 2,26% em 6leo diesel S10 e 89 £ 2,23% em dleo
diesel maritimo (ODM). A analise metataxonémica baseada no sequenciamento do
gene 16S rRNA revelou elevada diversidade bacteriana, com a identificacdo de 16
géneros, destacando-se Achromobacter spp., Bordetella spp., Burkholderia spp.,
Castellaniella spp. e Pseudomonas spp. A analise do marcador ITS identificou seis
géneros fungicos, com predominancia de sequéncias atribuidas a Meyerozyma spp.
A partir do isolamento de morfotipos do consércio, trés linhagens bacterianas foram
caracterizadas em nivel de género por analise do gene parcial de 16S rRNA e
microscopia eletrdbnica de varredura: a linhagem A5C4 foi atribuida ao género
Pseudomonas sp., enquanto A5C2 e A5C9 foram identificadas como Achromobacter
sp..Além disso, o consércio promoveu redugado superior a 46 + 1,1% na tensao
superficial do meio, determinada por tensiometria, indicando a producdo de
biossurfactantes. Em conjunto, os resultados evidenciam a eficiéncia comprovada do
consorcio microbiano amazdénico na degradagao de oleo diesel, constituindo uma
contribuicdo cientifica importante para futuros estudos em biorremediacdo de

ambientes contaminados por hidrocarbonetos.

Palavras-chave: Biorremediacéo; Consorcio microbiano; Oleo  diesel;

Biossurfactantes.



ABSTRACT

Hydrocarbon contamination in the Amazon region represents a significant
environmental challenge, particularly in areas subjected to intense port activity.
Despite the recognized microbial potential of the Amazon, autochthonous consortia
capable of degrading hydrocarbons remain largely unexplored. In this study, a
microbial consortium isolated from the waters of the Negro River in the Manaus region
(AM) was characterized, cultivated in Bushnell Haas medium supplemented with 1%
diesel oil. Biodegradation efficiency was evaluated by mass spectrometry, with
quantification of alkanes. After seven days of incubation, the consortium exhibited
degradation rates exceeding 98 + 2.26% for S10 diesel and 89 + 2.23% for marine
diesel (ODM). Metataxonomic analysis based on 16S rRNA gene sequencing revealed
high bacterial diversity, with 16 genera identified, including Achromobacter spp.,
Bordetella spp., Burkholderia spp., Castellaniella spp., and Pseudomonas spp. ITS
marker analysis identified six fungal genera, with predominance of sequences
assigned to Meyerozyma spp. From the isolation of consortium morphotypes, three
bacterial strains were characterized at the genus level through partial 16S rRNA gene
analysis and scanning electron microscopy: strain A5C4 was assigned to
Pseudomonas sp., while A5C2 and A5C9 were identified as Achromobacter sp.
Additionally, the consortium promoted a reduction of more than 46 + 1.1% in the
medium’s surface tension, as determined by tensiometry, indicating biosurfactant
production. Overall, the results demonstrate the proven efficiency of the Amazonian
microbial consortium in diesel oil degradation, representing an important scientific
contribution for future studies on the bioremediation of hydrocarbon-contaminated

environments.

Keywords: Bioremediation; Microbial consortium; Diesel oil; Biosurfactants.
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1 INTRODUGAO

Com o avango das atividades industriais e urbanas, a intensificagao da geragao
de poluentes tem se consolidado como um dos principais desafios ambientais da
atualidade, promovendo impactos alarmantes aos ecossistemas. Dentre as diversas
classes de contaminantes, destacam-se os derivados de petrdleo, como oleos
hidraulicos, lubrificantes, combustiveis e residuos oleosos provenientes de atividades
industriais e domésticas, que apresentam persisténcia ambiental e toxicidade.

Na Regido Amazébnica, essa problematica € particularmente preocupante
devido a forte dependéncia da malha hidroviaria como principal via de transporte de
pessoas e mercadorias. Essa dinamica favorece a ocorréncia de derramamentos e
descartes inadequados de combustiveis em ambientes aquaticos. Em agosto de 2018,
mais de 1.800 litros de 6leo combustivel foram derramados na orla do Rio Negro, em
Manaus, afetando diretamente pescadores e o abastecimento de agua de
comunidades locais, conforme registros do Instituto de Protecdo Ambiental do
Amazonas (IPAAM, 2018). De forma semelhante, em 2023, um acidente envolvendo
transporte terrestre resultou no vazamento de aproximadamente 15 mil litros de dleo
diesel as margens do Rio Aripuana (IPAAM, 2023). Esses episddios evidenciam a
vulnerabilidade dos ecossistemas amazbdnicos frente a contaminacdo por
hidrocarbonetos.

Em contraposi¢cdo a esse cenario de degradagdao ambiental, microrganismos
como bactérias e fungos tém se destacado como agentes naturais capazes de
metabolizar hidrocarbonetos, utilizados como ferramentas nas estratégias de
biorremediagao (Usman, 2025). Entre os mecanismos que favorecem a adaptagao
microbiana a ambientes contaminados, sobressai a producdo de metabdlitos
secundarios, como os tensoativos, compostos anfifilicos com ampla aplicabilidade
biotecnoldgica, capazes de aumentar a biodisponibilidade de contaminantes
hidrofébicos (D'Almeida; Albuquerque; Rocha, 2024).

Nesse contexto, o emprego de consércios microbianos hidrocarbonoclasticos
emerge como alternativa sustentavel e promissora, uma vez que a interagao
metabdlica entre diferentes espécies favorece rotas degradativas complementares,
amplia a eficiéncia na transformacao de compostos recalcitrantes e contribui para a

reducao da toxicidade ambiental.
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Corroborando essa perspectiva, estudos anteriores conduzidos no Laboratério
de Prote6mica da Universidade Federal do Amazonas demonstraram a capacidade
de degradacéao de hidrocarbonetos por bactérias isoladas de aguas contaminadas por
oleo na regido amazonica (Santos, 2021). Assim, o consorcio microbiano isolado de
aguas do Rio Negro contaminadas por Oleo diesel, investigado neste estudo,
representa uma fonte estratégica de conhecimento cientifico para o desenvolvimento
de tecnologias voltadas a preservagcdo dos ecossistemas amazbnicos e a

sustentabilidade ambiental.

1.1 OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar a capacidade de biodegradacdo de um consércio microbiano isolado
das aguas do Rio Negro.

Objetivos especificos:

1. Obter a identificagdo molecular do consoércio.

2. Realizar a caracterizagdo morfolégica das linhagens bacterianas

constituintes do consorcio.

3. Auvaliar o crescimento do consdrcio em diferentes tipos de 6leo diesel.

4. Avaliar a degradacao de alcanos.

5. Caracterizar bioquimicamente o0s biossurfactantes/bioemulsificantes

produzidos pelo consorcio microbiano.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

Os hidrocarbonetos sao moléculas apolares, quimicamente estaveis e de baixa
solubilidade em agua, -caracteristicas que influenciam diretamente seu
comportamento ambiental. O petréleo bruto é classificado como um hidrocarboneto
de petrdleo, sendo composto majoritariamente por hidrocarbonetos, além de
compostos contendo heteroatomos e pequenas concentracbes de componentes
metalicos (Peixoto, 2014).

As fracbes do petroleo podem ser divididas em alifaticos, aromaticos,
asfaltenos e resinas. A fragdo alifatica inclui alcanos de cadeia reta, alcanos
ramificados e cicloalcanos, enquanto a fragdo aromatica €& composta por
hidrocarbonetos monoaromaticos volateis, como benzeno, tolueno e xilenos, além de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), aromaticos nafténicos e compostos
aromaticos sulfurados. Ja asfaltenos e resinas sao constituidos por moléculas mais
polares, contendo nitrogénio, enxofre e oxigénio em sua estrutura. A proporgao
dessas fragbes varia conforme a origem do petrdleo, sua idade geoldgica e histérico
de formacao. De modo geral, apesar da complexidade estrutural, os constituintes do
petréleo podem ser amplamente classificados em hidrocarbonetos e néo-
hidrocarbonetos (Peixoto, 2014; Castro, 2021; Adedeji et al., 2022).

Devido a estabilidade quimica e a complexidade estrutural de muitos desses
compostos, especialmente os HAPs, asfaltenos, O6leos e graxas, diversos
componentes do petréleo sao considerados recalcitrantes, apresentando resisténcia
a degradacéo bioldgica, térmica e quimica. A persisténcia desses contaminantes no
ambiente representa um dos principais desafios associados a derramamentos
acidentais de petroleo e seus derivados, podendo ocasionar contaminagao do solo,
da agua e dos ecossistemas aquaticos, além de riscos a saude humana e a
biodiversidade (Araujo, 2021).

Os dados compilados pela International Tanker Owners Pollution Federation
(ITOPF), conforme apresentado na Figura 1, demonstram uma redugéo expressiva no
numero de derramamentos de petroleo e derivados provenientes de navios petroleiros

ao longo das ultimas décadas. Os eventos sao classificados de acordo com o volume
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derramado, abrangendo derramamentos pequenos, médios (7—700 toneladas) e
grandes (>700 toneladas). Na década de 1970, a média anual ultrapassava 70
ocorréncias, com aproximadamente 78,8 derramamentos por ano, enquanto nas
décadas seguintes observou-se queda progressiva para 45,4 (anos 1980) e 35,8
(anos 1990). A partir dos anos 2000, a média anual passou a ser inferior a 20 eventos,

chegando a cerca de 6 a 7 ocorréncias anuais na década de 2010.

Figura 1 - Derramamentos de petréleo e derivados no mundo (1970-2025). Nimero anual de
derramamentos provenientes de navios petroleiros, classificados por volume em médios (7—700
toneladas) e grandes (>700 toneladas), evidenciando a tendéncia de reducado na frequéncia desses
eventos ao longo das décadas

i
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a0 " [353]
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Fonte: International Tanker Owners Pollution Federation (ITOPF).

Na Figura 1, observa-se que, em 2025, embora o numero de eventos de
derramamento de 6leo permaneca relativamente baixo, registros indicam um volume
total aproximado de 4 mil toneladas de 6leo derramado, evidenciando que, mesmo
com a reduc¢ao na frequéncia, episoédios pontuais ainda podem representar impactos
ambientais significativos.

Esses dados, compilados pela International Tanker Owners Pollution
Federation (ITOPF), referem-se principalmente a derramamentos provenientes de
navios petroleiros e, em geral, consideram eventos acima de 7 toneladas,

classificados como médios e grandes. Dessa forma, os derramamentos de menor
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volume ou aqueles ndao associados ao transporte maritimo, como vazamentos em
terminais, oleodutos, embarcagdes menores ou ocorréncias regionais, podem nao
estar integralmente contemplados nesses registros. Assim, embora os dados
indiguem uma tendéncia global de reducéo na frequéncia de grandes derramamentos,
isso n&o exclui a ocorréncia de eventos menores e mais localizados, que, somados,

também podem representar impactos ambientais relevantes.

2.1.1 Classificacao do oleo diesel

Entre os principais derivados do petroleo destaca-se o diesel, combustivel
obtido a partir do processo de refino, que envolve etapas de destilagdo, hidrogenacao,
sintese e craqueamento catalitico em refinarias. Esse combustivel é constituido
predominantemente por hidrocarbonetos com cadeias entre 8 e 16 atomos de
carbono, além de pequenas proporgdes de compostos contendo nitrogénio, oxigénio
e enxofre. Embora presente em concentragbes relativamente baixas, o enxofre é
considerado indesejavel devido aos seus impactos ambientais e operacionais.
Durante a combustdo, ocorre a emissdo de didxido de enxofre (SO,) e tridxido de
enxofre (SO3); este ultimo, ao reagir com agua, forma acido sulfarico, responsavel
pela corrosdao de componentes metalicos dos motores e pela intensificagdo da chuva
acida. Além disso, tais gases estdo associados ao agravamento de doencgas
respiratérias e pulmonares (Jesus; Mangini, 2022).

No Brasil, a classificagao do diesel comercializado baseia-se principalmente no
teor de enxofre presente em sua composi¢cdo. Esse critério esta diretamente
relacionado as politicas ambientais nacionais e as normas regulatorias voltadas a
reducao das emissdes de poluentes atmosféricos. A implementagcéo do Programa de
Controle da Poluicao do Ar por Veiculos Automotores (PROCONVE), instituido pelo
Ministério do Meio Ambiente e regulamentado pela Resolugdo n°® 65, de 9 de
novembro de 2012, da Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), estabeleceu diretrizes para produgao e uso desse combustivel.

Atualmente, duas classificagdes sdo amplamente empregadas no pais: o diesel
S10 e o dleo diesel maritimo (ODM). Essas variagoes atendem a diferentes demandas
dos setores rodoviario, ferroviario, maritimo, agricola, industrial e de geragédo de

energia elétrica (Araujo, 2021). A redugao do teor de enxofre representa avango
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ambiental significativo, contudo, para as industrias de motores sua remocéo total ndo
€ tecnicamente vantajosa, pois o enxofre contribui para a lubricidade do combustivel.
A diminuicdo excessiva dessa propriedade pode provocar desgaste prematuro das
bombas e dos sistemas de inje¢do, reduzindo a vida util dos motores devido a menor
capacidade de lubrificagao (Jesus; Mangini, 2022).

Entre as categorias vigentes, destaca-se o diesel S10, classificado como
combustivel de ultrabaixo teor de enxofre (UBTE), contendo 10 mg/kg (ppm) desse
elemento. Sua obtengao ocorre por meio do processo de hidrodessulfurizagao, no qual
o enxofre € removido em reatores especificos durante o refino. Esse produto é
derivado do diesel S50, classificado como 6leo de baixo teor de enxofre (BTE), com
50 mg/kg de enxofre, amplamente utilizado em veiculos leves fabricados antes de
2012, isto é, antes da implementacdo das fases mais restritivas do PROCONVE. A
reducao do teor de enxofre esta associada a diminuigdo das emissdes de didxido de
enxofre (SO,) e material particulado, contribuindo para a melhoria da qualidade do ar
e mitigacao dos impactos ambientais (Farias; Silva, 2013).

Outra formulagao anteriormente disponivel no mercado era o diesel S1800, que
apresentava 1.800 mg/kg (ppm) de enxofre. Esse combustivel era destinado
principalmente a aplicagdes nao rodoviarias, como usinas termoelétricas, atividades
de mineragao e transporte ferroviario (Petrobras, 2024). Desde 2014, seu uso em
caminhdes rodoviarios foi proibido pela ANP, em consonancia com as politicas de
controle de emissdes atmosféricas. Posteriormente, a Resolugdo ANP n°® 968/2024,
em vigor a partir de 31 de julho de 2024, determinou a descontinuagéo definitiva da
producao do diesel S1800 nao rodoviario no Brasil (ANP, 2024). Apesar disso, durante
parte da execucgao experimental deste trabalho, essa formulagcéo ainda se encontrava
disponivel na regido de estudo, razdo pela qual foi utilizada em experimentos
preliminares (Silva et al., 2013).

No que se refere ao setor de navegagao, o combustivel empregado é o 6leo
diesel maritimo (ODM), classificado como S-5000, contendo 5.000 mg/kg (ppm) de
enxofre (Petrobras, 2024). De acordo com Lima et al. (2024), a Regido Norte do Brasil
apresenta forte dependéncia do modal aquaviario, especialmente do transporte fluvial,
em virtude da limitada infraestrutura rodoviaria e da extensa rede hidrografica que
atravessa os estados amazobnicos. Nesse contexto, o ODM €& predominante nas
embarcacdes responsaveis pelo transporte de pessoas e mercadorias. A elevada

concentracdo de enxofre nessa formulagcdo implica maior potencial poluidor,
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particularmente em ambientes aquaticos sensiveis, como 0s ecossistemas
amazodnicos (Lima et al., 2024).

Paralelamente, a relevancia econdmica do 6leo diesel no cenario energético
nacional e internacional € evidenciada pelos dados de producéo divulgados pela
Petrobras. Em 2023, houve crescimento de 3,5% na producdo de diesel em
comparagao com 2022, com registro de produgdo média de 726 mil barris por dia
(mbbl/d). Destaca-se ainda o recorde anual na produg¢ao de Diesel S10 em 2024, que
apresentou incremento de 10,9% em relacdo ao ano anterior (Petrobras, 2024, p.
109).

Dessa forma, observa-se uma relagao direta entre a importancia estratégica do
diesel para a matriz energética e a intensificacdo de sua produgéo e circulagéo, o que
amplia o risco potencial de contaminagdo ambiental. Nesse contexto, refor¢ca-se a
necessidade de pesquisas voltadas a prevengéo, ao monitoramento e a mitigagao dos

impactos associados aos derramamentos de hidrocarbonetos.

2.2 BIORREMEDIAGAO

A biorremediagado é uma estratégia biotecnoldgica que utiliza organismos vivos
para promover a recuperag¢ao de ambientes contaminados (Safdari et al., 2018). Entre
suas principais abordagens, destaca-se a bioestimulagcdo, que consiste na
modificagdo controlada do ambiente impactado por meio da adicdo de nutrientes,
ajuste de pH, aeragao e controle da umidade, com o objetivo de estimular a atividade
da microbiota autéctone degradadora. Outra abordagem utilizada € a bioaumentacao,
caracterizada pela introdugdo de microrganismos previamente selecionados, capazes
de degradar compostos toxicos (Aparicio et al., 2022).

Em cenérios de contaminacdo de solos e aguas por hidrocarbonetos, os
consércios microbianos tém se destacado como alternativa eficiente (Safdari et al.,
2018).
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2.2.1 Potencial dos consdrcios

Consoércios de microrganismos sao comunidades compostas por multiplas
espécies que interagem entre si de maneira sinérgica, estabelecendo relagdes
cooperativas que resultam em maior eficiéncia metabdlica (Nayak; Gautam; Ghosh,
2024). Essas associagbes podem ocorrer naturalmente no ambiente ou serem
construidas artificialmente em laboratério, com a selegao estratégica de espécies com
fungcdes complementares. As culturas podem envolver linhagens puras ou mistas;
entretanto, consércios mistos sdo frequentemente considerados mais vantajosos
devido a maior diversidade metabdlica e capacidade adaptativa. Estudos demonstram
que esses sistemas apresentam produtividade superior quando comparados a
culturas isoladas, sobretudo em processos de biodegradacéo (Wang et al., 2014,
Islam, 2023).

A superioridade funcional dos consércios esta relacionada a divisdo de fungdes
metabdlicas entre os diferentes membros da comunidade. A interagao entre linhagens
pertencentes a uma mesma categoria taxonédmica ou a distintos grupos funcionais
permite a especializacdo em etapas especificas de vias metabdlicas complexas.
Dessa forma, um microrganismo pode iniciar a oxidagcdo de uma molécula
recalcitrante, enquanto outro utiliza os metabdlitos intermediarios gerados,
promovendo a completa mineralizacdo do composto. Essa complementaridade
favorece maior eficiéncia, estabilidade ecoldgica e adaptagao as variagdes ambientais
(Araujo, 2021).

No caso especifico da degradacao de hidrocarbonetos por bactérias aerdbias,
0 processo envolve uma sequéncia de reag¢des oxidativas. Inicialmente, um alcano é
convertido em alcool por agdo de enzimas monooxigenases. O alcool formado é
posteriormente oxidado a aldeido e, em seguida, a acido graxo. Este acido graxo entra
na via da beta-oxidacao, resultando na formagao de acetil-CoA, que é direcionado ao
ciclo de Krebs para geragdo de energia celular (Rojo, 2009 apud Castro, 2021).
Enzimas como hidroxilases e monooxigenases desempenham papel central nessas
etapas iniciais de ativagdo da molécula. Quando presentes em consércios
bacterianos, essas enzimas atuam de maneira complementar e mais eficiente,
potencializando a degradagdao dos hidrocarbonetos e acelerando o processo de
biodegradacgao (Nayak; Gautam; Ghosh, 2024).
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Diversos géneros bacterianos tém sido amplamente descritos na literatura
como degradadores de hidrocarbonetos, incluindo Achromobacter, Acinetobacter,
Arthrobacter, Brevibacterium, Bacillus, Alcanivorax, Flavobacterium, Marinobacter,
Nocardia, Geobacillus, Ochrobactrum, Pseudomonas, Stenotrophomonas e Vibrio
(Castro, 2021 apud Nzila et al., 2018; Mujumdar; Joshi; Karve, 2019; Abdulrasheed et
al., 2020; entre outros). Esses microrganismos apresentam enzimas especializadas,
como monooxigenases e dioxigenases, capazes de iniciar a oxidagdo de alcanos e
compostos aromaticos, permitindo sua posterior mineralizagao.

Estudos experimentais demonstram que a atuagdo em consorcio
frequentemente resulta em maior eficiéncia de degradagdo quando comparada as
linhagens isoladas. Dhote, Kumar e Juwarkar (2016) observaram que um consorcio
bacteriano isolado de solo contaminado com lodo de petréleo alcangou 78% de
degradacao de hidrocarbonetos apds 20 dias. Quando avaliadas individualmente, as
linhagens AAJ1, AAJ2, AAJ3 e AAJ4 apresentaram percentuais inferiores (57%, 56%,
55% e 54%, respectivamente). As amostras AAJ1 e AAJ2 foram classificadas como
Bacillus sp., enquanto AAJ3 e AAJ4 foram identificadas como Pseudomonas sp.,
evidenciando o efeito sinérgico entre os géneros.

Resultados semelhantes foram descritos por Roszak et al. (2021), que
selecionaram 14 linhagens entre 44 isoladas de solo poluido, formando um consércio
com elevado potencial de degradagdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs). Os géneros identificados incluiram Achromobacter, Arthrobacter,
Microbacterium, Pseudomonas, Cupriavidus, Rhodococcus e Streptomyces. Em
ensaios in vitro, foi observada redugao de 93,5% no conteudo total de HAPs apds o
primeiro dia de incubacdo e 99,22% apds oito dias. Ja em experimento in situ, a
concentracao total desses compostos foi reduzida em 33,3% apds cinco meses e em
mais de 72% apds treze meses, demonstrando a aplicabilidade ambiental do
consorcio (Roszak et al., 2021).

De modo complementar, Liu et al. (2022) avaliaram um consdércio marinho
isolado de area contaminada por derivados de petréleo, composto por Bacillus
altitudinis, Bacillus velezensis, Staphylococcus sp. e Pseudomonas aeruginosa. Os
autores identificaram efeito sinérgico especialmente entre Pseudomonas aeruginosa
e Bacillus velezensis, resultando em 86,2% de degradacao de 6leo diesel apdés 16

dias de incubacéo.
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Além da interagcado entre bactérias, a literatura também destaca abordagens
integradas envolvendo microrganismos e invertebrados do solo. Kumari et al. (2023)
descreveram um consércio composto por Pseudomonas mendocina, Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Ochrobactrum anthropi e Microbacterium
esteraromaticum, aplicado em associagao com minhocas da espécie Eisenia fetida.
Apés 30 dias, foram registradas taxas de degradacao de 98% para naftaleno, 93%
para fluoranteno, 74% para fenantreno, 76% para pireno, 66% para acenaftileno e
35% para benzo(a)pireno, evidenciando o potencial dessa abordagem para
remediagao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em ecossistemas terrestres.

De maneira geral, os estudos indicam que a interagdo metabdlica entre
diferentes espécies amplia a eficiéncia degradativa, permitindo a atuagéo
complementar em diferentes fracbes do petréleo. Essa cooperagdao microbiana
favorece nao apenas a transformagao de compostos mais simples, mas também a
degradacdo progressiva de moléculas aromaticas complexas de ambientes

impactados por derivados de petrdleo.

2.2.2 Biossurfactantes e bioemulsificantes

Apesar da elevada capacidade metabdlica dos consércios microbianos, a baixa
solubilidade e a natureza hidrofébica dos hidrocarbonetos representam limitagdes a
sua biodisponibilidade em ambientes aquaticos. A reduzida interface entre
microrganismos e substrato pode comprometer a taxa de degradagao, mesmo quando
ha produgdo de enzimas altamente especializadas. Dessa forma, a sintese de
metabdlitos capazes de aumentar a dispersdo e a disponibilidade desses
contaminantes € um fator determinante para a eficiéncia da biorremediacao,
evidenciando o papel dos compostos tensoativos como facilitadores desse processo
(Satek; Euston, 2019).

Os biossurfactantes sao compostos anfipaticos constituidos por uma porgao
hidrofébica, geralmente formada por cadeias de hidrocarbonetos, e uma porgao
hidrofilica, que pode ser ibnica, n&o idnica ou anfotérica. Essa estrutura Ihes confere
a capacidade de atuar nas interfaces entre fases de diferentes polaridades, reduzindo
a tensado superficial e interfacial e favorecendo a formagdo de emulsdes e
microemulsées (Marinho et al., 2022). Em geral, apresentam baixo peso molecular e
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elevada atividade tensoativa, sendo produzidos por bactérias e fungos como parte de
seus mecanismos de adaptacdo a ambientes contaminados (Wang et al., 2021).

Além dos Dbiossurfactantes de baixo peso molecular, existem os
bioemulsificantes, que também sdo moléculas anfifilicas produzidas por
microrganismos. Contudo, diferenciam-se funcionalmente por apresentarem maior
peso molecular e estrutura polimérica complexa, como heteropolissacarideos,
lipopolissacarideos, lipoproteinas ou proteinas (D'Almeida; Albuquerque; Rocha,
2024). Enquanto os biossurfactantes reduzem significativamente a tensao superficial,
os bioemulsificantes atuam principalmente na estabilizacdo de emulsdes, formando
uma barreira fisica ao redor das goticulas de 6leo e mantendo-as dispersas por
periodos prolongados. Por essa raz&o, apresentam baixa atividade tensoativa e ndo
promovem intensa formagao de espuma (Satek; Euston, 2019).

Um exemplo classico de bioemulsificante € o Emulsan, um lipo-
heteropolissacarideo de elevado peso molecular (aproximadamente 1000 kDa), que
apresenta alta eficiéncia na estabilizacdo de emulsdes, embora reduza de forma
limitada a tens&do superficial da agua. Ainda assim, sua capacidade de manter
hidrocarbonetos dispersos o torna relevante em processos de biorremediagao
(D'Almeida; Albuquerque; Rocha, 2024).

Dentre os biossurfactantes, destacam-se trés principais grupos quimicos: 0s
glicolipideos, os lipopeptideos e os fosfolipideos (Farias et al., 2021; Nagtode et al.,

2023), conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 — Estruturas quimicas representativas de biossurfactantes pertencentes aos
principais grupos moleculares: ramnolipideo (glicolipideo), surfactina (lipopeptideo) e
fosfolipideo. As estruturas ilustram a organizacao anfifilica dessas moléculas, caracterizadas pela
presenca de uma porgao hidrofilica e outra hidrofébica, responsaveis por sua atividade tensoativa.
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Os lipopeptideos, como a surfactina produzida por Bacillus subtilis, sao
formados por cadeias peptidicas associadas a acidos graxos, apresentando elevada
eficiéncia na reducao da tensao superficial. Os glicolipideos, como os ramnolipideos
produzidos por bactérias do género Pseudomonas spp., sao constituidos por uma
fracdo carboidrato ligada a cadeias lipidicas. Ja os fosfolipideos, compostos por
glicerol ligado a acidos graxos e grupo fosfato, também contribuem para a atividade
tensoativa, especialmente em condicbes especificas de crescimento microbiano
(Farias et al., 2022).

Historicamente, bactérias do género Pseudomonas spp. foram as primeiras
reconhecidas pela producédo de ramnolipideos, enquanto Bacillus subtilis ganhou
destaque pela producao de surfactina, um dos lipopeptideos mais estudados devido
a sua elevada eficiéncia emulsificante (Phulpoto et al., 2020; Santos, 2019).

Esses compostos apresentam relevancia especial em ambientes contaminados
por petrdleo, pois aumentam a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos, facilitando sua
assimilacdo microbiana e, consequentemente, acelerando os processos de
degradagdo. Além disso, os biossurfactantes apresentam vantagens ambientais
significativas, como biodegradabilidade, baixa toxicidade e estabilidade sob condi¢des
extremas de pH, temperatura e salinidade (Santos et al., 2024).

Entretanto, apesar desses beneficios, sua aplicagdo em larga escala ainda
enfrenta limitagcdes relacionadas ao custo de producédo, principalmente devido as
etapas de fermentacao, recuperagéao e purificagao (Vucurovic et al., 2024). Enquanto
o custo médio de um surfactante sintético é estimado em aproximadamente um dodlar
por quilograma, os biossurfactantes de origem microbiolégica podem alcancar valores
préximos a trinta délares por quilograma (Nagtode et al., 2023).

Ainda assim, o potencial desses compostos em estratégias de biorremediacéo
tem impulsionado pesquisas voltadas a otimizagdo de processos produtivos, ao uso
de substratos alternativos de baixo custo e ao aproveitamento de residuos
agroindustriais como fontes de carbono, buscando tornar sua aplicagéo
ambientalmente e economicamente mais viavel.

Para chegarmos ao alcance dos objetivos da pesquisa foi planejado e
estruturado uma metodologia baseada em experimentos validados de acordo com a

analise pretendida, descritos no capitulo a seguir.
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3 METODOLOGIA

Para contemplar os objetivos do presente trabalho, a metodologia foi dividida
em quatro etapas independentes para analise do consorcio: analise molecular, analise
morfologica, analise de degradacdo de hidrocarbonetos (HC) e analise dos
tensoativos produzidos pelo consércio. O esquema abaixo ilustra as diferentes

abordagens realizadas.

Figura 3 — Etapas experimentais do estudo, indicando as diferentes abordagens analiticas
realizadas. Para a analise molecular, realizou-se a amplificagdo do gene 16S rRNA,Sequenciamento
Sanger e a Metataxonomia. Nas analises morfoldgicas,a coloragédo de GRAM e analises de
microscopia eletrénica de varredura foram realizadas. Para avaliar a degradacgéo dos hidrocarbonetos
do diesel, procedeu-se aos experimentos de detecgédo da coloragdo do meio com DCPIP e
identificacdo/quantificagdo dos hidrocarbonetos consumidos por cromatografia gasosa acopladas a
espectrometria de massas (GC-MS). E finalmente, a tltima etapa experimental do projeto contemplou
a analise de tensoativos, por meio dos experimentos de colapso de gota, avaliagdo da tensao
superficial (com uso do tensidmetro) e ensaios bioquimicos para identificar a natureza dos
biossurfactantes.

Analise molecular Analise Analise de Analise de
morfolégica degradacdo de HC Tensoativos

* Amplificagdo do * Coloragao de * DCPIP * Colapso de gota
gene 165 rENA GRAM
e CG-MS * Tensiémetro
* Sequenciamento * Microscopia
Sanger eletronica de + Ensaios
varredura biogquimicos

* Metataxonomia

Fonte: O autor (2025).

3.1 LOCAL DE COLETA

O consorcio microbiano desta pesquisa foi coletado pelo grupo do Laboratério
de Protedmica da Universidade Federal do Amazonas, em 15 de novembro de 2015.
O volume de 100mL de agua da superficie do Rio Negro contaminada com 6leo foram
coletadas em frascos Erlenmeyer (250 mL), nas proximidades do porto do Ceasa,
devido ao constante fluxo de embarcagbes de carga e descarga de combustiveis e
derramamento destes, na Cidade de Manaus — AM, com as coordenadas: S
03°08°09.0 e W 59°56°18.0, como observado na Figura 4 da tese de Santos (2021).
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O acesso ao patrimoénio genético foi realizado de acordo com a solicitagao
SISGEN, cadastro de Acesso n° AC227C7.

Figura 4 — Localizagao geografica do ponto de coleta dos consércios microbianos na regiao
portuaria de Manaus (AM), area impactada por recente derramamento de 6leo combustivel. Em
destaque, diferentes pontos de coleta com suas respectivas coordenadas geograficas, indicando a
nomenclatura adotada para cada consadrcio coletado (A1, A2, A3, A4 e A5). No presente trabalho, o
consorcio A5 em destaque foi utilizado.
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Fonte: Santos (2021).

A amostra, denominada A5, foi submetida a aclimatagao por 24 h a 30 °C, sob
agitacdo constante de 150 rpm. Apds esse periodo, 1 mL da agua coletada foi
inoculado em meio Bushnell Haas (BH) (MgSO,, CaCl,, KH,PO,, K;HPO,, NH,NO; e
FeCls), suplementado com 1% de diesel S10 como unica fonte de carbono, e incubado
a 30 °C, sob agitagao de 150 rpm, por sete dias.

Em seguida, 1 mL da cultura obtida foi transferido para um novo frasco
contendo 100 mL de meio BH acrescido de 1% de diesel e incubado nas mesmas
condigdes por mais sete dias. Esse procedimento foi repetido por cinco ciclos
consecutivos, possibilitando a avaliagdo da estabilidade do consércio microbiano
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selecionado. O consércio A5 foi posteriormente preservado em meio BH agar (0,75%)

contendo 1% de diesel e mantido a temperatura ambiente (Santos, 2021).

3.2 IDENTIFICACAO MOLECULAR

Para a identificacdo da composi¢cdo microbiana do consorcio e o alcance dos
objetivos propostos, foi adotada uma abordagem molecular estruturada em dois
ensaios moleculares complementares: a analise metataxonémica e o sequenciamento
do gene 16S rRNA pelo método de Sanger, descritos nas subsecgdes 3.2.1 e 3.2.2,
respectivamente. A Figura 5 apresenta um resumo esquematico das etapas
metodoldgicas empregadas, contemplando desde a extragcdo do DNA gendmico até
as analises de amplificagao, sequenciamento e posterior identificagdo taxonémica dos

microrganismos.

Figura 5 - Fluxograma da analise molecular empregada na caracterizagao do consércio
microbiano. Na Central de Apoio Multidisciplinar da UFAM (CAM-UFAM) foram realizadas as etapas
de extracdo de DNA das linhagens isoladas, amplificagdo do gene 16S rRNA, eletroforese em gel de
agarose, quantificagdo do DNA e sequenciamento pelo método de Sanger (em duplicata), destinado a
identificacdo molecular dos isolados. Na Embrapa, foi conduzida a extragdo de DNA total do
consorcio, seguida da amplificagdo dos marcadores 16S rRNA e ITS, sequenciamento por plataforma
Nanopore (analise metataxonémica), processamento bioinformatico, conversao de arquivos,
clusterizagado das sequéncias, confirmagao taxondmica e organizagao dos dados em planilhas.
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3.2.1 Analise metataxonomica do consoércio

A caracterizagao metataxonémica do consorcio microbiano foi realizada a partir
da extragdo do DNA gendmico total utilizando o Bacteria DNA Preparation Kit
(CelLLco). A qualidade e a concentragdo do DNA extraido foram avaliadas em
espectrofotdbmetro NanoDrop, apresentando concentragdo média de 104 ng pL™",
adequada para as etapas subsequentes de amplificagao.

Para a identificagcao bacteriana, foi realizada a amplificagdo do gene 16S rRNA
empregando os primers universais 27F (Forward) (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-
3’) e 1492R (Reverse) (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’), gerando amplicons
com tamanho aproximado de 1.500 pb. Para a caracterizagdo da comunidade fungica,
foi amplificada a regido espagadora transcrita interna (ITS) do DNA ribossomal,
utilizando os primers ITS1 (Forward) (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4
(Reverse) (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), produzindo fragmentos com
aproximadamente 700 pb.

Os produtos de PCR foram avaliados quanto a integridade e ao tamanho
esperado por eletroforese em gel de agarose. As amostras que apresentaram bandas
unicas e com intensidade adequada foram selecionadas para sequenciamento.

O sequenciamento foi realizado pelo Laboratério de Biologia Molecular da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), utilizando a plataforma da
Oxford Nanopore Technologies, em corrida do tipo single-end. Os dados brutos
gerados foram disponibilizados no formato FASTQ.

Os arquivos FASTQ foram submetidos a filtragem de qualidade, remogao de
bases ambiguas e edicdo das sequéncias consenso, sendo posteriormente
convertidos para o formato FASTA. Para reduzir redundancias e identificar sequéncias
representativas, os arquivos FASTA foram agrupados com base na similaridade
nucleotidica utilizando o algoritmo CD-HIT, adotando-se um limiar de identidade
previamente definido. As sequéncias representativas mais abundantes (centréides)
foram selecionadas para as analises subsequentes.

As sequéncias FASTA representativas foram comparadas com bancos de
dados de referéncia, incluindo RefSeq 16S rRNA e RefSeq ITS do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), para identificacdo taxonémica de bactérias e

fungos, respectivamente. As analises de similaridade foram realizadas com base nos
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valores de identidade e cobertura dos alinhamentos, permitindo a atribuigdo
taxondmica no nivel mais confiavel possivel.

O processamento, a organizagdo e a analise dos dados de sequenciamento
foram conduzidas utilizando ferramentas implementadas em Biopython, integradas ao
sistema Entrez do NCBI para recuperagdao automatizada das informacgdes
taxondmicas. Os dados obtidos foram compilados e organizados em planilhas
eletrénicas, resultando na geracgao de perfis taxonédmicos representativos do consorcio
microbiano analisado.

Para montagem da arvore, a plataforma MEGA versao 12.0 foi usada para o
alinhamento multiplo das sequéncias do gene 16S rRNA, enquanto a reconstrugao
filogenética foi conduzida no software IQ-TREE verséo 2.1. A visualizagao, edigao e
formatagdo da arvore foram efetuadas no iTOL versdo 7.0. A selecdo do modelo
evolutivo indicou TIM2e+G4 como o melhor ajuste segundo os critérios de Akaike
(AIC) e Akaike corrigido (AlICc). Entretanto, de acordo com o Critério de Informacéao
Bayesiano (BIC), o modelo TNe+G4 apresentou melhor desempenho, sendo este
adotado como modelo evolutivo final para a reconstrugao filogenética. A robustez dos
agrupamentos foi avaliada por meio de analise de bootstrap, assegurando suporte

estatistico adequado aos principais clados observados.

3.2.2 Analise das linhagens por amplificagcao do Gene 16S rRNA

O DNA genbdmico foi extraido das 3 linhagens bacterianas isoladas do
consorcio, utilizando o Bacteria DNA Preparation Kit (CeLLco), de acordo com as
instrugdes do fabricante. A amplificacdo parcial do gene 16S rRNA foi realizada por
PCR, conforme descrito por Adedeji et al. (2022), utilizando os primers Foward (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e Reverse (5-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3"), direcionados a uma regiao variavel de aproximadamente 400 pb dentro do gene
16S rRNA.

As reagdes de PCR foram conduzidas em um volume final de 25 L, contendo
16,8 uL de agua deionizada estéril, 2,5 yL de tampéao Taq contendo MgCl, (20 mM),
2,5 uL de dNTPs (10 mM), 1,0 yL de cada primer (25 uM), 1,0 uL de DNA molde e 0,2

ML de Tag DNA polimerase. A amplificagéao foi realizada em termociclador Bio Rad
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T100 Thermal Cycler, com o seguinte programa: desnaturacgao inicial a 94 °C por 2
min (1 ciclo), seguida de 20 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 40 s, anelamento a 58
°C por 40 s e extensao a 72 °C por 40 s, com extensao final a 72 °C por 5 min e
manutencio a 4 °C.

Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose a
0,8% (m/v), corado com brometo de etidio, utilizando tampao TBE 1x e azul de
bromofenol como corante de carregamento. Os fragmentos amplificados foram
purificados com o Agarose Gel Extraction Kit (CeLLco), quantificados em fluorimetro
Qubit® 2.0 (60 ng uL™") e enviados para sequenciamento Sanger 2X 200 pb, na
Central de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas (UFAM),
Brasil.

Os cromatogramas gerados pelo sequenciamento Sanger foram fornecidos no
formato padrao ab1. Esses arquivos foram visualizados, editados e convertidos para
o formato FASTA utilizando a plataforma Chromas.

As sequéncias obtidas em FASTA foram utilizadas para identificagdo
taxondémica preliminar por meio de comparagdo com sequéncias depositadas no
banco de dados GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn do National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

3.3 AVALIACAO MORFOLOGICA DO CONSORCIO

Esta secdo descreve os procedimentos adotados para a caracterizacao
morfolégica das linhagens isoladas, com o objetivo de complementar as analises
moleculares e fornecer evidéncias fenotipicas da identidade bacteriana. Foram
empregadas técnicas classicas e instrumentais, incluindo a coloragao de Gram e a
microscopia eletrénica de varredura (MEV), descritas nas subsec¢des 3.3.1 e 3.3.2,
respectivamente.

A Figura 6 apresenta o fluxograma das etapas metodoldgicas relacionadas a
analise morfologica, contemplando desde o isolamento das linhagens até os
procedimentos de coloragao e observacao microscopica.



29

Figura 6 - Fluxograma da analise morfoldgica das linhagens isoladas. Esquema das etapas
realizadas em duplicata para caracterizacao fenotipica bacteriana, incluindo preparo do inéculo,
incubacéo, diluigbes seriadas, plagueamento em meio LB agar e isolamento de colbnias. A etapa
superior representa o procedimento de coloragdo de Gram (violeta de genciana, lugol, alcool-acetona
e fucsina). A etapa inferior ilustra o preparo das amostras para microscopia eletronica de varredura
(MEV), incluindo fixagao, desidratacao e analise instrumental, realizada na Central Multiusuaria de
Analise de Fendmenos Biomédicos (CMABIO — UEA).
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3.3.1 Isolamento das linhagens e coloracao de GRAM

Para a avaliacao das linhagens bacterianas presentes no consércio, foram
preparadas placas de Petri contendo meio de cultura Luria-Bertani (LB) agar. Em
seguida, 100 uL do pré-indculo do consércio A5, previamente diluido a 107 em meio
LB, foram espalhados uniformemente sobre a superficie do meio. As placas foram
incubadas a 30 °C por 48 h em estufa bacteriologica.

Apo6s o periodo de incubacéo, os diferentes morfotipos bacterianos observados
foram isolados e inoculados em 3 mL de caldo LB. As culturas foram incubadas a 30
°C, sob agitacao de 150 rpm, por 48 h. Posteriormente, 5 uL de cada in6culo foram
fixados por calor em laminas de vidro (76 x 26 mm) para realizagao da coloragao de
Gram.

As laminas foram coradas inicialmente com violeta genciana por

aproximadamente 1 min e lavadas com agua destilada. Em seguida, foram cobertas
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com solugao de lugol por 1 min, novamente lavadas, e entdo descoradas com acetona
a 50% (v/v), seguida de lavagem com agua destilada. Para a coloragao final, aplicou-
se fucsina por 30 s, seguida de lavagem e secagem a temperatura ambiente. As
laminas foram analisadas em microscopio optico com aumento de 100X, pertencente

a Central de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

3.3.2 Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os indculos correspondentes aos morfotipos isolados foram plaqueados em
meio LB agar a 30 °C por 24 h. As colbnias obtidas foram cortadas da placa e
preparadas para analise em microscopia eletronica de varredura (MEV), realizada no
Centro Multiusuario para Analise de Fendémenos Biomédicos da Universidade do
Estado do Amazonas (CMABIO/UEA).

Para a preparagédo das amostras, as linhagens bacterianas foram inicialmente
fixadas em glutaraldeido por 72 h, lavadas com tampéao fosfato de potassio e
submetidas a poés-fixagdo com tetroxido de osmio (OsO,). Apds nova lavagem com
tampéao, procedeu-se a desidratagdo em série crescente de etanol (30%, 50%, 70% e
100%), seguida de secagem em estufa a 36 °C por aproximadamente 4 h.

Posteriormente, as amostras foram metalizadas com fina camada de ouro para
garantir condutividade elétrica, as micrografias foram obtidas em microscopio
eletrénico de varredura Jeol JSM IT500 HR (MEV-FEG), operando com tensao de
aceleracao entre 5 e 15 kV e detector de elétrons secundarios (SED) para analise
topografica da superficie celular. A distancia de trabalho (WD) foi mantida entre 8 e
15 mm, visando equilibrar resolucédo e profundidade de campo. A corrente do feixe
eletrénico (spot size/probe current) foi ajustada para valores baixos a moderados, a
fim de otimizar a relagdo sinal/ruido e minimizar possiveis danos ou efeitos de
carregamento na amostra biolégica. As imagens foram registradas em ampliagcbes

variando de 2.000% a 50.000x, conforme a necessidade de visualizagdo da morfologia.
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3.4 AVALIACAO DE BIODEGRADAGAO

Esta seg¢do contempla os procedimentos experimentais adotados para avaliar
o potencial de biodegradagao dos hidrocarbonetos pelo consoércio microbiano e pelas
linhagens isoladas, em consonancia com os objetivos propostos neste estudo. Séo
descritos os ensaios destinados a verificagdo da capacidade degradativa frente aos
diferentes tipos de diesel, bem como os métodos empregados para o monitoramento
e a analise dos resultados.

A Figura 7 apresenta um fluxograma resumindo as etapas do ensaio de
degradagao com 2,6-DCPIP e da analise de degradacédo de alcanos por CG-MS,
detalhadas nas subsegdes 3.4.1 e 3.4.2, respectivamente, permitindo uma

visualizagao integrada do delineamento experimental.

Figura 7 - Fluxograma dos ensaios de biodegradac¢ao de hidrocarbonetos. Esquema das etapas
experimentais realizadas em triplicata para avaliagdo do potencial degradativo do consoércio
microbiano e das linhagens isoladas. A parte superior ilustra o ensaio colorimétrico com 2,6-DCPIP,
incluindo preparo do inéculo, incubagéao, centrifugagao e leitura de absorbancia a 600 nm. A parte
inferior apresenta as etapas de cultivo, centrifugagao, extracéo, eluigdo e analise por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS) para determinagdo da degradagéo de
alcanos, sendo esta etapa realizada na Central de Apoio Multidisciplinar da UFAM (CAM-UFAM).
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Todo o material utilizado possui grau analitico, e os experimentos foram
conduzidos com equipamentos e reagentes do Laboratdrio de Protedmica e da Central
de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas — Campus Manaus.
Os hidrocarbonetos (diesel S-10, diesel S1.800 e diesel maritimo) foram doados pela

Provincia Petrolifera de Urucu, Coari — AM.
3.4.1 Teste de degradagao 2,6 DCPIP (2,6 — Diclorofenol-indofenol)

O teste de degradacdo de hidrocarbonetos utilizando o 2,6-diclorofenol-
indofenol (DCPIP) € uma metodologia amplamente empregada para avaliar a
capacidade metabodlica de microrganismos na oxidagcdo de compostos organicos,
especialmente hidrocarbonetos. Nesse ensaio, o DCPIP atua como aceptor artificial
de elétrons, sendo reduzido pelos elétrons provenientes do metabolismo microbiano,
transportados por cofatores como NADH e FADH,. Conforme ilustrado na Figura 8, a
estrutura molecular a esquerda corresponde a forma oxidada, de coloragdao azul
intensa devido ao seu sistema conjugado, enquanto a estrutura a direita representa a
forma reduzida, incolor, apés o ganho de elétrons. Assim, durante o processo de
biodegradagao, a reducdo do DCPIP promove a perda gradual da coloracdo da
solucdo, fenbmeno que pode ser monitorado e quantificado por analises
espectrofotométricas, permitindo inferir a atividade degradativa do consércio

microbiano (Castro, 2021).

Figura 8 - Representacdo esquematica da molécula de 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) nos
estados oxidado e reduzido. A imagem ilustra o DCPIP atuando como aceptor artificial de elétrons,
recebendo elétrons dos cofatores NADH e FADH,. A transferéncia eletrénica promove a redugéo do
DCPIP e mudancga na coloragao da molécula.

NADH ou FADH,
SO e — @“@
Fonte: Adaptado de Castro (2021).

O consorcio bacteriano A5 foi testado quanto ao seu potencial para utilizar

diferentes tipos de 6leo diesel como fonte de carbono. O pré-indculo foi cultivado em
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3mL de BH com 1% do tipo de cada diesel, a 30° C, 150 rpm por 72h, entdo
centrifugado a 4.000 rpm por 20 min, o pellet ressuspendido em 500 uL de BH, a
ODsoonm foi avaliada e o volume de inéculo ajustado para OD = 0,01 para 3 mL BH\
diesel 1% + DCPIP 0,5mg\mL. O consoércio foi inoculado em 3 mL de BH estéril
incorporado com 30 uL de cada substrato de hidrocarboneto (6leo diesel S10, S1800
e Oleo diesel maritimo). Em seguida, foram adicionados 400 pL de 2,6-Diclorofenol
Indofenol (DCPIP) a 1%, 30°C, 150 rpm por 7 dias (Mariano et al., 2008).

As amostras foram preparadas em triplicata para cada um dos trés tipos de éleo
diesel contendo o consorcio microbiano, sendo cada condigdo acompanhada de seu
respectivo controle negativo sem células. Adicionalmente, foram incluidos controles
negativos contendo células, DCPIP e caldo BH, porém na auséncia de oOleo diesel,
bem como um controle constituido apenas por DCPIP e caldo BH, sem a presenca do
consércio microbiano e do 6leo diesel. A absorbancia do sobrenadante foi monitorada
a 600 nm em intervalos de 24 horas, durante um periodo de sete dias. Para cada
analise, foram coletadas aliquotas de 100 pyL de cada amostra, diluidas em 900 uL de
caldo BH e centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos. As leituras foram realizadas no
espectrofotdmetro Jenway 6051 (UK), conforme metodologia descrita por Ayangbenro
et al. (2014).

3.4.2 Analise da degradacao de alcanos por Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-MS)

As amostras do consorcio A5, em triplicata, foram cultivadas por 7 dias em 50
mL de meio Bushnell-Haas (BH) suplementado com 1% (v/v) de 6leo diesel S10, a 30
°C, sob agitacdo de 150 rpm. Apds o periodo de incubacdo, os cultivos foram
centrifugados a 4000 rpm, e os sobrenadantes foram submetidos a extragdo com 5
mL de hexano grau HPLC em funil de separagéo. A fase organica obtida foi aplicada
em uma coluna de extragdo em fase solida (SPE), preparada em pipeta Pasteur
contendo silica previamente ativada com hexano grau analitico. Em seguida, 1 mL do
eluato foi coletado em frascos do tipo vial para analise.

A anadlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS) foi realizada em um sistema TRACE GC ULTRA/ISQ (Thermo Scientific),
equipado com coluna capilar TR-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 uym; Thermo Scientific).
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Hélio foi utilizado como gas de arraste, com fluxo constante de 1,0 mL min™". Aliquotas
de 1 uL das amostras foram injetadas em modo splitless. O programa de temperatura
do forno consistiu em temperatura inicial de 60 °C, com rampa de aquecimento de 60
a 300 °C a10 °C min™", seguida de manutencéo a 300 °C por 10 min. As temperaturas
do injetor, da linha de transferéncia e da fonte de ions foram ajustadas para 250, 250
e 220 °C, respectivamente.

A anadlise da biodegradagao de alcanos foi realizada utilizando a plataforma
Xcalibur™ (Thermo Scientific), e a identificagdo dos compostos foi baseada na
comparagao dos espectros de massas obtidos com aqueles disponiveis na biblioteca
NIST. Os alcanos totais foram considerados como a soma das areas dos picos de
todos os carbonos identificados. O rendimento e a taxa de biodegradagdo foram
calculados utilizando as féormulas de Hosseini (2025 apud Sun et al., 2019), com

adaptagdes.

Ci — Af

Taxa de degradacao de alcanos = X 100%

Ci e Af correspondem a concentragao de n-alcanos do 6leo diesel em controle

abidtico e o residual apds cultivo bacteriano, respectivamente.

3.5 AVALIACAO DA CAPACIDADE DO CONSORCIO EM PRODUZIR
TENSOATIVOS

Com o intuito de investigar a producao de compostos com atividade tensoativa
pelo consércio previstos nos objetivos especificos, foram realizados ensaios voltados
a deteccdo, quantificacdo e caracterizagao preliminar de biossurfactantes e/ou
bioemulsificantes.

A abordagem experimental compreendeu testes qualitativos e quantitativos,
incluindo o ensaio de colapso de gota, a determinagcdo da tenséo superficial por
tensiometria e ensaios bioquimicos para classificacdo dos compostos produzidos,
descritos nas subsecdes 3.5.1, 3.5.2 e 3.5.3. A Figura 9 apresenta um esquema geral
das etapas envolvidas na producgio, extracdo e avaliacdo dos tensoativos ao longo

desta secao.
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Figura 9 - Fluxograma da analise de producio de tensoativos pelo consércio microbiano.
Esquema das etapas realizadas em triplicata para avaliar a produg¢ao de biossurfactantes e/ou
bioemulsificantes. O protocolo incluiu preparo do in6culo em meio BH com diesel S10, incubacgao,
filtragdo, centrifugagéo, extragcdo por acidificagdo e ensaio de colapso de gota. A tensao superficial foi
determinada por tensiometria na Central de Analises Quimicas (EST-UEA), além de ensaios
bioquimicos (ninhidrina, Molish, saponificagado e azul de bromotimol) para caracterizagédo preliminar

dos compostos.
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3.5.1 Ensaio colapso de gota

Para extracao e purificagcdo dos biossurfactantes e/ou bioemulsificantes, foi
utilizado o método de Varjani & Upasani (2016). O consoércio microbiano foi cultivado
por 7 e 14 dias (representado, respectivamente, o final da fase logaritmica e o final da
fase estacionaria) em meio minimo adicionado 1% (v/v) de éleo diesel S10. Apds o
periodo de incubagao, 100 mL do caldo de cultivo foram coletados, o sobrenadante
foi separado por centrifugagao a 4000 rpm por 30 min a 4 °C, filtrado em membrana
de 0,22 uym e submetido a acidificagao utilizando solugao de acido cloridrico (HCI) 6N.
O pH foi medido até que atingir o valor de pH 2. Em seguida, foi acrescentado ao
sobrenadante um volume igual de solu¢ao de cloroférmio-metanol (2:1).

A fase organica contendo os biossurfactantes foi coletada com auxilio de um

funil de separacéao, sendo o passo de extracao com a fase aquosa repetido mais duas
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vezes. Ao final, as fases organicas foram reunidas e secas utilizando um
rotaevaporador a 40°C e sobre rotagao constante. A detecg¢ao qualitativa da produgao
de biossurfactantes obtidas dos cultivos foi baseada em estudo publicado por Jain et
al. (1991), usando como indicador o ensaio de colapso de gota de sobrenadante. O
experimento consistiu em pipetar cuidadosamente 35 uL do sobrenadante da cultura
em uma superficie hidrofébica, assim como os controles negativos (agua destilada) e
os positivos (SDS 0,1% e SDS 10%), foram registradas imagens e a area de
espalhamento das gotas foram analisadas no software IMAGEJ, quanto maior o
espalhamento da gota maior a concentragdo e confirmagcdao da presenca de

tensoativos.

3.5.2 Determinacgao da Tensao superficial por tensiometro

O consodrcio microbiano foi cultivado por 7 e 14 dias em meio Bushnell-Haas
(BH) suplementado com 1% (v/v) de 6leo diesel S10. Apds o periodo de incubagao,
50 mL do caldo de cultivo foram coletados, e o sobrenadante foi separado por
centrifugacéo a 4000 rpm por 30 min a 4 °C e, posteriormente, filtrado em membrana
polietersulfona (PES) de 0,22 pym.

A tensao superficial dos sobrenadantes de cultura foi determinada utilizando
um tensidmetro com anel de platina (método de Du Noly), modelo Kriss K20, da
Central de Analises Quimicas, Laboratério C-32, da Universidade do Estado do
Amazonas (UEA). Antes das medigbes, o anel de platina foi cuidadosamente limpo
com acetona para remogao de residuos organicos. O equipamento foi calibrado
utilizando agua destilada, empregada como controle negativo, conforme as
recomendacgdes do fabricante.

As amostras foram transferidas para recipientes apropriados, garantindo
auséncia de bolhas de ar e estabilidade térmica a temperatura ambiente. O anel de
platina foi inicialmente imerso na amostra e, posteriormente, elevado lentamente até
a ruptura do filme liquido, sendo registrada automaticamente a forca maxima
necessaria para o rompimento. Os valores de tensao superficial foram expressos em

mN m™.
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3.5.3 Ensaios bioquimicos

Os testes bioquimicos foram realizados de acordo com a metodologia de
Patawary, Kalita e Deka (2015). Estes ensaios permitiram uma analise prévia dos
compostos quimicos dos tensoativos do consorcio, ja que sua caracterizagdo nao foi
possivel durante a realizagcédo deste projeto de mestrado. O teste de ninidrina verificou
a presenga de proteinas, o teste de Molisch para carboidratos, ja o teste de
saponificagao e azul de bromotimol para presenca de lipideos.

No teste de ninidrina, foi preparado a solugao de 0,2g de nidrinina para 100mL
de acetona, adicionados 5 gotas da solugao a 5 mL do sobrenadante isento de células,
mantidos em banho-maria durante 5 minutos. A formacgéao de cor indica a presencga de
aminoacidos e seus poliméricos.

Para o teste de Molisch, foram recolhidos 3 ml do sobrenadante isento de
células, misturado com 5g de a naftol a 10%, 100 mL de alcool etilico, entdo
adicionado 1 mL de acido sulfurico concentrado na borda do tubo, a formagao de um
anel na interface indica resultado positivo (Patowary et al., 2016).

No ensaio de azul de bromotimol, 100 uL de azul de bromotimol 0,4% foi diluido
em 900 pL da solugao salina tamponada com fosfato (PBS 1X) (0,2 M Na 2HPO 4, 0,2
M NaH2 PO4 e NaCl 1 M) com pH 7,2, o mesmo volume da solugdo de BTB e a
amostra de biossurfactantes foram misturadas em placas de 96 pogos, posteriormente
verificados a absorbancia OD595nm, a mudancga da cor azul para amarelo ou verde-
agua indica a presencga de lipideos (Ong; Wu, 2018). No teste de saponificagao foi
adicionado 2 mL de NaOH a 2%, em 5 mL do sobrenadante livre de células,
vortexados, a visualizacdo de espuma indica resultado positivo (Patawary; Kalita;
Deka, 2015).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas desta pesquisa foi utilizado o software BioEstati
(versao 5.3), tendo sido feito o teste de analise de variancia (ANOVA) para verificar

diferengas significativas entre os tratamentos dos experimentos. Comparagdes por
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pares foram feitas usando o método de Tukey com 95 % de confiancga, e o teste para

significancia entre as médias foi inferido em p <0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE MOLECULAR

4.1.1 Analise metataxondmica do consorcio

Contemplando o objetivo especifico 1, que consiste em identificar quais
microrganismos integravam o consorcio A5 foi feita uma analise metataxonémica do
consorcio utilizando os barcodes 16S rRNA e ITS. A identificagdo molecular do
consorcio microbiano, por meio da amplificagéo e sequenciamento do gene 16S rRNA,
revelou a presenca de 16 géneros bacterianos distintos, todos pertencentes ao filo
Pseudomonadota, principalmente na classe Betaproteobacteria, exceto
Pseudomonas spp., que € Gammaproteobacteria.

Dentre esses, seis apresentaram sequéncias com percentual de identidade
superior ou igual a 95% quando comparadas as sequéncias depositadas em bancos
de dados, permitindo a sugestdo de possiveis espécies. Os géneros com maior
resolucao taxondmica foram Pseudomonas spp., Achromobacter spp., Burkholderia

spp., Bordetella spp., Trinickia spp. e Caballeronia spp. (FIGURA 10).
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Figura 10 - Géneros bacterianos do consércio identificados por analise metataxonémica,
considerando sequéncias com identidade superior ou igual a 95%. Na figura abaixo, foram
identificadas 17.144 sequéncias com identidade superior a 95% para o género bacteriano
Achromobacter spp.; em seguida, identificaram-se 12.744 sequéncias para o género Burkholderia
spp, 4000 sequéncias para o género Pseudomonas spp., 1722 para o género Bordetella spp., 154
sequéncias para o género Trinickia spp. E 23 sequéncias para o género Caballeronia spp.

Géneros bacterianos do consorcio A5 com identidade 295%

Achromobacter spp. 17144
Burkholderia spp. 12744
g Pseudomonas spp. 4000
<§ Bordetella spp. 1722

Trinickia spp. 1 154
Caballeronia spp. 23

0 5000 10000 15000 20000
Numero de sequéncias

Fonte: O autor (2026).

Contudo, destaca-se que o grafico apresentado acima (Figura 10) contempla
exclusivamente os géneros cujas sequéncias obtiveram identidade = 95% em
comparagao com bancos de dados, critério que permite maior seguranga na inferéncia
taxondémica em nivel de espécie. Dessa forma, essa representagao prioriza a robustez
da identificacdo molecular, restringindo-se ao subconjunto de microrganismos com
maior resolucdo taxonémica. Na Figura 11 é apresentado o grafico de abundancia
relativa total do consércio, o qual inclui todos os géneros detectados,
independentemente do percentual de identidade, oferecendo uma visao mais ampla
da estrutura da comunidade microbiana. Essa distingdo metodolégica é fundamental
para a analise baseada em maior confiabilidade taxonémica e a representagao
quantitativa global relativa da composig¢ao do consorcio.

Em termos de abundancia relativa, destacaram-se Achromobacter spp.
(43,76%), Burkholderia spp. (33,56%), Pseudomonas spp. (9,78%), Castellaniella spp.
(5,44%) e Bordetella spp. (4,90%) (Figura 11). Os demais 11 géneros bacterianos
representaram individualmente menos de 1% da composicido total do consoércio,

sendo eles: Advenella spp, Caballeronia spp; Paraburkholderia spp; Rehaibacterium
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spp;, Mycoavidus spp;, Zwartia spp; Ectopseudomonas spp; Caenibaculum spp;

Trinickia spp; Robbsia spp,; e Metapseudomonas spp (FIGURA 11).

metataxonomia a partir do marcador 16S rRNA. Destacam-se Achromobacter spp. (43,76%),
Burkholderia spp. (33,56%), Pseudomonas spp. (9,78%), Castellaniella spp. (5,44%) e Bordetella spp.
“Outros”.

Figura 11 - Abundancia relativa dos géneros bacterianos do consdrcio A5 identificados por
(4,90%). Os demais géneros, com abundancia individual inferior a 1%, foram agrupados na categoria

Abundancia relativa dos géneros bacterianos do consdrcio A5

(e1oPi°
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Fonte: O autor (2026).

Espécies sugeridas dos géneros bacterianos estdo elencadas na Figura 12,
paludis,

ilustrando a maior abundancia relativa de Achromobacter xylosoxidans, Burkholderia
Pseudomonas aeruginosa,
metallica, Bordetella hinzii

Burkholderia vietnamiensis,
maiores numeros de sequéncias.

Burkholderia
LMG 13501 e Achromobacter denitrificans, com o0s
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Figura 12 - Espécies bacterianas sugeridas no consoércio A5, identificadas por andlise
metataxonémica com o marcador 16S rRNA, considerando sequéncias com identidade
superior a 95%. Destacaram-se Achromobacter xylosoxidans (16.296 sequéncias), Burkholderia
paludis (5.668 sequéncias), Pseudomonas aeruginosa (4.000 sequéncias), Burkholderia
vietnamiensis (3.515 sequéncias), Burkholderia metallica (2.956 sequéncias), Bordetella hinzii
LMG13501 (1.722) e Achromobacter denitrificans (658). As demais espécies sugeridas apresentaram
frequéncia inferior a 300 sequéncias cada, representando fragdo minoritaria do total analisado.

Espécies bacterianas sugeridas (16S rRNA) com 295% de identidade

Achromobacter xylosoxidans 16296
Burkholderia paludis 5668
Pseudomonas aeruginosa 4000
Burkholderia vietnamiensis 3515
Burkholderia metallica 2956
Bordetella hinzii LMG 13501 1722

Achromobacter denitrificans ™ 658
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Burkholderia seminalis 31
Achromobacter aegrifaciens 31
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Fonte: O autor (2026).

Complementarmente, a analise metataxonémica baseada no marcador ITS
revelou a presenca de seis géneros fungicos: Meyerozyma spp., Talaromyces spp.,
Penicillium spp., Sistotremastrum spp., Collybiopsis spp. e Grammothele spp., com
predominancia expressiva relativa de Meyerozyma spp. (93,30%), enquanto os
demais apresentaram abundancia relativa inferior a 2%. Entre os géneros fungicos
identificados, Collybiopsis spp. € Grammothele spp. apresentaram identidade inferior
a 95% quando comparados as bases de dados de referéncia, o que pode indicar a
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presenca de potenciais taxons ainda nao descritos ou insuficientemente
representados em bancos publicos (FIGURA 13).

Considerando que a regido ITS é reconhecida como o principal barcode para
identificacdo de fungos, valores inferiores a 97-99% limitam a atribuicdo segura em
nivel de espécie, reforcando a necessidade de analises complementares para
confirmacao taxonémica.

As espécies sugeridas para os géneros que apresentaram identidade superior
a 95% em ordem decrescente do numero de sequéncias, foram: Meyerozyma
guilliermondii, Talaromyces ailsahokingeae, Penicillium citrinum e Sistotremastrum

alcoholipotransferens, conforme ilustrado na Figura 13.

Figura 13 - Espécies fuingicas identificadas no consércio A5 por analise metataxonémica
utilizando o marcador ITS, considerando sequéncias com identidade acima e abaixo de 95%.
Entre as sequéncias com identidade = 95%, destacaram-se Meyerozyma guilliermondii (1.435
sequéncias), Talaromyces ailsahockingiae (23 sequéncias), Penicillium citrinum (19 sequéncias) e
Sistotremastrum aculeocrepitans (12 sequéncias). Para as sequéncias com identidade < 95%, foram
sugeridas Collybiopsis pseudolodgeae (32 sequéncias) e Grammothele taiwanensis (17 sequéncias),
indicando menor resolugéo taxonémica quando comparadas as demais.

Espécies fungicas do consorcio A5 (ITS) com identidade de sequéncia
maior e menor que 95%
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Fonte: O autor (2026)

De forma integrada, os resultados indicam um consércio microbiano

caracterizado por dominancia bacteriana de géneros frequentemente associados a
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ambientes contaminados e um dominio fungico concentrado em um unico taxon
predominante. Essa estrutura sugere possivel complementaridade funcional entre
bactérias e fungos na dinamica ecoldgica da amostra analisada.

Entre os géneros identificados, diversos estudos na literatura descrevem suas
elevadas capacidades metabdlicas associadas a biorremediagdo de derivados de
petréleo (Pandolfo et al., 2024). Li et al. (2020), por exemplo, relataram que uma cepa
de Achromobacter (AC15), isolada de solo de manguezal, apresentou expressiva
producao de biossurfactantes, o que possibilitou a utilizagcdo de altas concentragdes
de pireno como unica fonte de carbono e energia. Os autores observaram que a cepa
foi capaz de degradar aproximadamente 40% do pireno, presente em concentragéo
inicial de 300 mg/L, além de promover a redugao da tensao superficial do meio de
cultura apds 14 dias de incubacédo, associada a producao de compostos tensoativos.

De forma semelhante, o género Pseudomonas é amplamente reconhecido em
estudos de biorremediagdo. Medi¢ (2020) demonstrou que uma linhagem de
Pseudomonas aeruginosa apresentou alta eficiéncia na degradacéo de n-alcanos
(C16 e C19) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, como fluoranteno, fenantreno
e pireno. A eficiéncia de degradagdo dos hidrocarbonetos individuais, em
concentragbes iniciais de 20 mg/L, variou entre 41% e 98%, dependendo do
composto, ao longo de um periodo de sete dias. Isso demonstra que estes genéros
identificados estdo relacionados com 6timos resultados de degradagdo de
hidrocarbonetos, assim como os obtidos nesta dissertacao.

Estudos gendmicos recentes demonstram o potencial biodegradador de
espécies do género Achromobacter em ambientes contaminados. Grzadzielewska e
Gatazka (2023) evidenciaram que algumas espécies apresentam vias metabdlicas
completas para a degradagcdo de xenobidticos e compostos aromaticos, incluindo
genes envolvidos nas rotas de degradacao de aminobenzoato, benzoato e estireno,
indicando relevante potencial funcional para a biorremediacao de poluentes organicos.
Ainda em termos moleculares, Hong et al. (2017), ao analisarem o genoma de
Achromobacter sp. HZ01, identificaram genes associados a degradagao de n-alcanos
por meio da via de oxidagao terminal e a metabolizagao de compostos aromaticos via
rota da catecola, além de sequéncias relacionadas a biossintese de biossurfactantes
€ mecanismos adaptativos ambientais.

Em conjunto, esses achados sustentam que membros do género apresentam

capacidades catabolicas compativeis com a degradacao de petrdleo e seus derivados,
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corroborando a elevada abundéncia de Achromobacter spp. no consorcio A5 e seu
provavel papel funcional na decomposicdo de componentes do diesel e de outros

substratos complexos.

4.1.2 Inferéncia filogenética baseada no gene 16S rRNA das bactérias

identificadas na metataxonomia

Para a construgao da arvore filogenética (Figura 12), foram selecionadas sete
sequéncias representativas. Embora a analise metataxondmica tenha identificado 16
géneros bacterianos, apenas aqueles que apresentaram identidade >95% no gene
16S rRNA foram incluidos na reconstrucao filogenética, com o objetivo de assegurar
maior confiabilidade taxonémica e evitar posicionamentos instaveis associados a
sequéncias com baixa similaridade. Essa estratégia possibilitou melhor resolu¢do dos
clados e suporte estatistico mais consistente. As sete sequéncias selecionadas,
obtidas por meio do sequenciamento Nanopore, correspondem as espécies com
identidade superior a 95% e maior abundancia relativa na analise taxonémica,
distribuidas entre os seis géneros previamente identificados dentro desse critério de
similaridade.

Também foram incluidas as sequéncias do gene 16S rRNA das espécies-tipo
de cada género: Pseudomonas aeruginosa DSM 500717; Caballeronia calidae LMG
2932; Trinickia fusca VKM B-2; Burkholderia metallica R-160177; Bordetella hinzii LMG
135, Achromobacter xylosoxidans DSM 10346. Para o enraizamento da arvore,
utilizaram-se Bacillus subtilis DSM10 (Bacillota) e Streptomyces coelicolor NBRC
12854 (Actinobacteriota) como grupos externos. Os valores de bootstrap, calculados
a partir de 1.000 repeti¢des, superiores a 70% estao indicados nos nos.

A topologia observada mostrou-se coerente com a classificagdo taxonémica
descrita para os grupos analisados, incluindo representantes dos géneros
Pseudomonas spp., Achromobacter spp., Bordetella spp., Burkholderia spp.,
Caballeronia spp. e Trinickia spp.. Os agrupamentos formados evidenciaram
organizagao consistente e relagdes filogenéticas compativeis com as analises
taxon6micas previamente realizadas. De modo geral, a arvore apresentou boa
resolucao em nivel de género e suporte estatistico adequado, indicando confiabilidade
na inferéncia das relagbes evolutivas entre os isolados estudados (Figura 14).
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Figura 14 - Arvore filogenética baseada no gene 16S rRNA das sequéncias bacterianas com
identidade 2 95%, representando os principais géneros abundantes identificados na analise
metataxonémica. Foram incluidos representantes dos géneros Pseudomonas spp., Achromobacter
spp., Bordetella spp., Burkholderia spp., Caballeronia spp. e Trinickia spp. Os agrupamentos
formados evidenciaram organizacao consistente e relagées filogenéticas compativeis. Os valores de
bootstrap foram superiores a 80% nos clados correspondentes as classes Beta- e
Gammaproteobacteria, e superiores a 90% nos agrupamentos internos dentro da Betaproteobacteria,
indicando elevada confiabilidade estatistica dos ramos formados.

Tree scale: 1
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Fonte: O autor (2026).

4.1.3 Identificagao molecular das linhagens bacterianas isoladas por

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

As linhagens isoladas foram identificadas em nivel de género com base na
similaridade das sequéncias do gene 16S rRNA, considerando valores superiores a
90% de identidade no banco de dados NCBI. As col6nias denominadas A5C4 foi
atribuida ao género Pseudomonas sp., enquanto as colénias A5C2 e A5C9 foram

identificadas como pertencentes ao género Achromobacter spp. (TABELA 1).
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Tabela 1- Identificagao taxonémica das linhagens isoladas por sequenciamento do gene 16S
rRNA. A linhagem A5C4 foi identificada como pertencente ao género Pseudomonas sp., enquanto as
linhagens A5C2 e A5C9 foram classificadas como pertencentes ao género Achromobacter sp.

Linhagem Género
A5C4 Pseudomonas sp.
A5C2; A5C9 Achromobacter spp.

Fonte: O autor (2026).

A predominéancia de representantes do filo Proteobacteria entre as linhagens
isoladas é consistente com relatos da literatura que descrevem esse grupo como o
principal componente bacteriano envolvido na degradagao de hidrocarbonetos em
ambientes aquaticos e contaminados. Os membros das classes Betaproteobacteria e
Gammaproteobacteria constituem os principais degradadores de compostos
derivados do petroleo, possuem elevada versatilidade metabdlica e capacidade de
colonizar ambientes impactados por derramamentos de 6leo (Usman, 2022; Cruz et
al., 2026).

4.2 ANALISE MORFOLOGICA

4.2.1 Caracterizagao morfolégica das linhagens bacterianas isoladas por

coloragao de Gram e microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para alcance do objetivo especifico 2, os morfotipos bacterianos foram
classificados com base nas caracteristicas morfolégicas observadas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e na coloragdo de Gram. A partir do consércio
microbiano, foram isolados e cultivados trés morfotipos distintos.

As linhagens A5C2, A5C4 e A5C9 apresentaram morfologia tipica bacilar,
evidenciada nas imagens de microscopia eletrénica de varredura, conforme ilustrado

na Figura 15, e coloragdo Gram-negativa.
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Figura 15 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) das linhagens
bacterianas isoladas A5C2, A5C4 e A5C9, evidenciando morfologia bacilar.

As imagens foram registradas utilizando escalas de 5 um (para A5C2) e 1 um (para A5C4 e A5C9),
com o aumento de 5000x (para A5C2) e 10,000x (para A5C4 e A5C9), permitindo a visualizagao
detalhada do formato celular e das dimensdes aproximadas das células.

Fonte: O autor (2025).

Os géneros Achromobacter spp. e Pseudomonas spp. sao descritos na
literatura como bactérias de morfologia bacilar e caracteristica Gram-negativa,
conforme evidenciado por coloragao diferencial (Cruz et al., 2026). Tal descrigao
encontra-se em consonancia com os resultados observados nas linhagens isoladas
neste estudo, cujas analises morfoldgicas e testes de coloragao de Gram confirmaram
a presenga de bacilos Gram-negativos, corroborando a identificagdo molecular
previamente obtida.

De modo geral, as caracteristicas morfoldgicas visualizadas por microscopia

eletrdbnica de varredura, associadas ao perfil Gram-negativo evidenciado pela
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coloragao de Gram, mostraram-se consistentes com os resultados provenientes do
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA pelo método de Sanger. A concordancia
entre os dados fenotipicos e moleculares reforga a robustez da identificacdo
taxon6mica das linhagens isoladas, indicando que a caracterizagdo morfoldgica

sustentou as inferéncias obtidas por meio da analise genética.

4.3 ANALISE DE BIODEGRADAGCAO

ApOs as anadlises de sequenciamento e caracterizagdo morfologica, procedeu-
se a avaliagdo dos resultados de biodegradagdo, com o intuito de atender aos

objetivos especificos numero 3 e 4 desta pesquisa.

4.3.1 Ensaio DCPIP com o consércio A5 em diferentes tipos de 6leo diesel

O resultado da biodegradacao em diferentes tipos de oleo diesel pelo consércio
utilizando o DCPIP é observada na Figura 16 e 17, apds 7 dias de experimento. Todas
as amostras com diferentes fontes de carbono apresentaram descoloragdao. Nao
houve diferenca na coloracdo das amostras do consorcio em diesel distintos, como

ilustra a Figura 16.
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Figura 16 - Ensaio de biodegradagdo com DCPIP. O ensaio colorimétrico evidencia a redugéo do
2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP), observada pela perda da coloragdo azul e tendéncia a incolor, em
decorréncia do processo de biodegradacao do éleo diesel pelo consércio microbiano. A5—ODM, A5—
S1800 e A5-S10 correspondem ao consorcio bacteriano A5 incubado com DCPIP e os respectivos
tipos de ¢6leo diesel. C(-) BH refere-se ao meio de cultura BH contendo DCPIP, sem inoculagéo,
utilizado como controle negativo.
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Fonte: O autor (2025).

Na Figura 17, apresenta-se em grafico os valores de redugéo do DCPIP durante
os 7 dias de analise, comparado aos cultivos controles. Observa-se diferengas na
descoloragao do consorcio bacteriano com diferentes fontes de carbono e os controles
negativos nos 7 dias do experimento. O consorcio crescido em diesel S10 e S1800
demonstrou um declinio continuo, ficando com medidas de OD abaixo dos consorcios

em ODM apods os dias de cultivo.
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Figura 17 -Analise da redugao do DCPIP por biodegradagao de diferentes tipos de éleo diesel
pelo consoércio bacteriano no 7° dia. C (-) BH — controle negativo DCPIP + BH; C(-) S10 — controle
negativo DCPIP + BH + diesel S10; C(-) S1800 — Controle negativo DCPIP + BH + diesel S1800; C (-)
ODM - Controle negativo DCPIP + BH + dleo diesel maritimo; C(-) A5 - Controle negativo DCPIP +
BH + consorcio bacteriano; A5 S10, A5 S1800 e A5ODM — Consércio bacteriano (A5) cultivado em
DCPIP + BH + respectivo 6leo diesel (S10, S1800 e ODM). Todas amostras foram realizadas em
triplicata. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas significativas entre os tratamentos, anélise
de variancia e teste Tukey com significancia de 0,01.
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Fonte: O autor (2025).

A analise estatistica demonstra que ndo houve diferenca estatistica significativa
entre as amostras crescidas em diferentes tipos de diesel, conforme a Figura 17. O
controle negativo do 7° dia com 6leo diesel maritimo (ODM) demonstrou um desvio
padrao maior, por apresentar maior viscosidade do combustivel relacionada a elevada
quantidade de enxofre e hidrocarbonetos de cadeias longas, que tende a formar
micelas que interferem na leitura espectrofotométrica do DCPIP, fato ja discutido em
estudos na composig¢ao quimica dos derivados de petroleo (Usman, 2024).

Na Figura 18, é ilustrada a redug¢ao do DCPIP durante a biodegradagao do 6leo
diesel pelo consércio ao longo de 7 dias de experimento. As leituras foram realizadas
a cada 24 h utilizando espectrofotdbmetro, permitindo acompanhar quantitativamente a
mudanca na absorbancia do corante. Observa-se uma acentuada reducao do DCPIP
nas amostras com o consércio em diferentes tipos de diesel, indicando resultados
positivos de atividade biodegradativa. Em contraste, os controles negativos
apresentaram apenas uma descoloragao gradual, associada a presenga de ions H*

provenientes do meio de cultura sem células ou do préprio derivado de petréleo,
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distribuidos pelo indicador redox. Além disso, a liberagdo da estrutura quimica do
DCPIP ao longo do tempo também pode contribuir para essa variagao (Isola et al.,
2013).

Figura 18 - Reducgao do DCPIP por biodegradacao de diferentes tipos de dleo diesel pelo
consorcio bacteriano ao longo de 7 dias. A absorbancia foi medida a cada 24 h por
espectrofotdbmetro em 600nm, evidenciando que as linhas correspondentes ao consércio (A5 S10, A5
S1800 e A5 ODM) apresentam redugao acentuada do DCPIP em comparagéo aos controles
negativos, indicando atividade positiva de biodegradacgéo. Legenda dos controles: C (-) BH — DCPIP
+ BH; C (=) S10 — DCPIP + BH + diesel S10; C (=) S1800 — DCPIP + BH + diesel S1800; C (-) ODM
— DCPIP + BH + 6leo diesel maritimo; C (=) A5 — DCPIP + BH + consorcio bacteriano.
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Fonte: O autor (2025).

Em conjunto, os resultados indicam que o consércio A5 possui capacidade
intrinseca de promover a redug¢ao do DCPIP em presenca de diferentes tipos de dleo
diesel, confirmando versatilidade metabdlica e adaptacdo funcional para atuar na
biodegradagao de hidrocarbonetos, compativel com o desempenho de comunidades
microbianas estudadas em biorremediagcao de ambientes contaminados por derivados
de petroleo.

Os resultados observados em nosso ensaio de reducdo do DCPIP sao
consistentes com as tendéncias encontradas na literatura para a deteccdo da
atividade biodegradativa de consorcios ou isolados microbianos sobre
hidrocarbonetos. Em particular, o estudo de Mohammed et al. (2023) empregou o
método do DCPIP, além de analise espectrofotométrica e GC-MS, para avaliar a
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capacidade de microrganismos indigenas de solos contaminados em degradar
petréleo bruto e fragbes de hidrocarbonetos, demonstrando que certos isolados
bacterianos e fungicos foram capazes de reduzir a coloragdo do DCPIP de azul para
incolor, indicando reacao redox associada ao metabolismo de hidrocarbonetos

(incluindo alifaticos e aromaticos) durante a biodegradacao.

4.3.2 Analise de biodegradacgao de n-alcanos por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas

Para uma analise quantitativa mais sensivel da biodegradacgéo, foi realizada a
cromatagrofia gasosa (GC—-MS), considerando apenas os 6leos diesel S10 e ODM,
uma vez que o S1800 nao esta mais disponivel no mercado. A analise permitiu a
identificacao de picos correspondentes aos alcanos lineares com numero de carbonos
variando de C12 a C25 em ambos os tipos de diesel. As imagens cromatograficas
evidenciaram uma redugao expressiva na intensidade desses picos apos o tratamento
com o consorcio microbiano, indicando degradacao eficiente dos hidrocarbonetos

alifaticos presentes no 6leo diesel (FIGURAS 19 e 20).
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Figura 19 - Cromatogramas da degradacio de n-alcanos pelo consorcio em éleo diesel S10.
Estao identificados picos correspondentes a alcanos lineares de C12 a C25. A imagem superior
representa o controle negativo isento de células, enquanto a imagem inferior mostra o consoércio A5
cultivado em 7 dias, evidenciando a reducéo na intensidade dos picos.
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Fonte: O autor (2025).

Figura 20 - Cromatogramas da degradacio de n-alcanos pelo consércio em éleo diesel
maritimo. Estdo identificados picos correspondentes a alcanos lineares de C12 a C25. A imagem
superior representa o controle negativo isento de células, enquanto a imagem inferior mostra o
consorcio A5 cultivado em 7 dias, evidenciando a reducéo significativa na intensidade dos picos.
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Fonte: O autor (2025).

No dleo diesel S10, observou-se elevada eficiéncia na biodegradagdo dos

alcanos totais (somatorio de todos os alcanos identificados nesta analise), com
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remocao de 98 * 2,26% (Figura 15). A Figura 21 apresenta a degradacéo de cada
pico de carbono individual (n-alcano), com os valores representando a redugao
relativa de cada composto apds incubagado com o consorcio bacteriano. Com excegao
do n-alcano C14, em dleo diesel S10, todos os demais compostos apresentaram taxas
de biodegradacao superiores a 99%, atingindo, em alguns casos, 100% de remogao.
Esses resultados evidenciam a elevada capacidade metabdlica do consércio
microbiano em degradar hidrocarbonetos alifaticos de cadeia curta e média (FIGURA
21).

Figura 21 - Graficos da biodegradagao dos alcanos totais pelo consércio em diferentes tipos
de 6leo diesel. Os alcanos totais correspondem a soma de todos os alcanos identificados na analise
por GC-MS. Observa-se que o consorcio degradou 98 % dos alcanos presentes no diesel S10 e 89 %
no o6leo diesel maritimo (ODM), evidenciando alta eficiéncia na degradagéo de hidrocarbonetos
alifaticos.
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Fonte: O autor (2025).

Para o éleo diesel maritimo (ODM), a biodegradacgao total dos alcanos atingiu
89 * 2,23%, valor inferior ao observado para o diesel S10, porém ainda indicativo de
atividade biodegradadora. Os alcanos com cadeias entre C14 e C22 apresentaram
taxas de degradacgao variando entre aproximadamente 86% e 88% em ODM, com
destaque para o alcano C17, que alcangou 92 + 3,8% de biodegradacao (FIGURA
22).



56

Figura 22 — Degradacgao de n-alcanos individuais (C12-C26) no 6leo diesel pelo consércio. As
barras representam os diferentes carbonos nos 6leos diesel S10 e ODM. No diesel S10, todos os
alcanos foram degradados acima de 99—-100 %, com excegéao de C14 e C17, que apresentaram
degradacéo de 96 % e 97 %, respectivamente. No ODM, os alcanos C14—C16 apresentaram
degradacéao de 86 %, 87 % e 89 %, enquanto C18—C22 foram degradados em 87 %, 87 %, 88 %, 88 %
e 88 %, respectivamente. Os demais alcanos mostraram degradagéo de C12 e C13 — 97 %, C17 —

92 %, e C23—-C26 — 91 %, 90 %, 97 % e 97 %. Esses resultados evidenciam a elevada eficiéncia do
consorcio na metabolizagado da maioria dos hidrocarbonetos alifaticos presentes em diferentes tipos
de 6leo diesel.

Degradacao por Alcano

120
100 N
X
5 80
O
@
s 60
2? 100 99 100 100 100 99§ 100 100
- 40
Re!
o
20
88 88 91 90 97 97

0 - - - - - - - -

C12 C13 Ci14 C15 Ci16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 (C23 C24 C25 C26

Carbonos

Oleo diesel S10  ® Oléo diesel Maritimo

Fonte: O autor (2025).

De forma semelhante, Zaman et al. (2025) em seus resultados de cromatografia
gasosa observaram predominéancia de n-alcanos entre C14 e C36 no petréleo bruto,
com maiores intensidades para C18 e C24. Apds a biodegradagao por uma espécie
bacteriana, verificou-se elevada eficiéncia de consumo com degradacao total de n-
alcanos em 90%, houve reducdo completa de C24 (100%) e diminuigdo expressiva
de C18 (97%), enquanto alcanos de cadeia mais longa, como C34 e C36,
apresentaram menor remog¢ao. Na literatura, a analise de linhagens isoladas
nomeadas SHA e SWOC, de Shokranian et al. (2025) apresentaram taxas de
degradagao de hidrocarbonetos em 84,2% e 85,8%, respectivamente. A eficiéncia
degradativa foi categorizada em n-alcanos de C13—-C30.

Neste estudo, embora o ensaio com DCPIP nao tenha evidenciado diferencas
significativas entre as taxas de descoloragdo para os diferentes tipos de diesel, a

analise por CG-MS revelou uma diferenga quantitativa relevante na remocao de



57

alcanos, com 98+2,26% para o diesel S10 e 89+2,23% para o 6leo diesel maritimo.
Essa divergéncia se explica pelo carater indireto e global do DCPIP, que avalia a
atividade redox microbiana, enquanto a CG-MS permite a quantificacdo direta e
individual dos hidrocarbonetos degradados, sendo mais sensivel para detectar
variacdes no perfil de biodegradacdo. A maior eficiéncia observada no diesel S10
pode ser atribuida a maior biodisponibilidade de seus n-alcanos para a diversidade
microbiana do consoércio, além de corresponderem as fragcdes mais facilmente

degradaveis, o que favorece a interagdo microrganismo—substrato.

4.4 AVALIACAO DOS TENSOATIVOS

Para atender ao objetivo especifico n® 5, apds a analise de biodegradacao,
foram realizadas avaliagbes qualitativas e quantitativas da reducdo da tensao
superficial, bem como a classificacdo bioquimica preliminar dos tensoativos

produzidos pelo consércio microbiano.

4.4.1 Ensaio colapso de gota

A partir da purificagao parcial dos metabdlitos produzidos pelo consércio em 7
e 14 dias, foi realizado o teste de colapso de gota para avaliar a diminuigdo da tensao
superficial, indicando a presencga de biossurfactantes ou bioemulsificantes.

Na Figura 23, observa-se o maior espalhamento da gota nas amostras com 7
dias de incubacgao, seguido pelas amostras de 14 dias, sendo ambos superiores aos
controles (C1, C2 e C3), que consistiam em agua destilada, SDS 1 % e SDS 10 %,
evidenciando a producgao de tensoativos pelo consércio.

A maior extensao de espalhamento observada nas amostras de 7 dias indica
que o consorcio bacteriano ja produziu quantidades significativas de tensoativos neste
periodo, sugerindo um pico inicial de biossurfactante ativo. Embora as amostras de
14 dias também apresentem espalhamento superior aos controles, a ligeira redugao
em relagcao as amostras de 7 dias pode refletir processos como a degradacgao parcial
dos metabdlitos produzidos, a saturacdo do meio e fim da fase estacionaria do

consorcio. Esses resultados confirmam que o consércio € capaz de sintetizar
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metabdlitos com capacidade de reduzir a tensdo superficial, reforcando sua

aplicabilidade em processos de biorremediacdo e emulsificagdo de hidrocarbonetos.

Figura 23 - Teste de colapso de gota para avaliagao de tensoativos produzidos pelo consércio
bacteriano. C1 — controle negativo (H,O); A5 7 dias — sobrenadante parcialmente purificado do
consorcio bacteriano apos 7 dias de incubacao; A5 14 dias — sobrenadante parcialmente purificado
do consorcio apos 14 dias de incubagéao; C2 — controle positivo (SDS 1 %); C3 — controle positivo
(SDS 10 %). Observa-se que o maior espalhamento da gota ocorreu nas amostras de 7 dias, seguido
das amostras de 14 dias, ambos superiores aos controles negativos e positivos. Todos os
tratamentos foram realizados em ftriplicata.

Fonte: O autor (2025).

A imagem do teste de colapso de gota foi processada pelo software ImageJ
para obtencao dos valores das circunferéncias usados na analise de variancia e teste
Tukey com p<0,01, estado representados na Figura 24.

As andlises indicaram que a amostra A5 cultivada por 14 dias nao difere
estatisticamente do controle positivo SDS 10%, indicando presenga de metabdlitos
equivalente ao detergente 10%. Ja a amostra A5 cultivada por 7 dias apresenta
diferenca estatistica significativa com os controles positivos SDS 1% e SDS 10%,
sugerindo maior presenga de metabdlitos que agem sobre a tensdo superficial

chegando a superar a concentragao dos respectivos controles.
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Figura 24 — Analise estatistica do teste de colapso de gota do sobrenadante do consoércio. C1 —
controle negativo (H,0); A5 7 dias — sobrenadante do consoércio apds 7 dias de incubagéo; A5 14 dias
— sobrenadante do consorcio apds 14 dias de incubagéo; C2 — controle positivo (SDS 1 %); C3 —
controle positivo (SDS 10 %). Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas significativas entre os
tratamentos, determinadas por analise de varidncia seguida do teste de Tukey, com nivel de
significancia de 0,01. Observa-se que o sobrenadante A5 7 dias se diferenciou significativamente de
todos os controles e do tratamento A5 14 dias, enquanto o A5 14 dias apresentou efeito equivalente
ao controle positivo SDS 10 %.
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Fonte: O autor (2025).

4.4.2 Analise por tensidometro

Para mensurar a reducao da tensao superficial e complementar as analises de
espalhamento de gota citada no tépico anterior, foram realizadas as medidas da
tensao superficial em mN/m (TABELA 2), conforme metodologia descrita no tépico
3.5.3. Os valores obtidos com o tensidmetro de anel de platina evidenciam uma média
de 35,3 mN/m aos 7 dias e 37,6 mN/m aos 14 dias.

Apos os sete dias de incubagdo, observou-se que o consorcio microbiano
promoveu uma reducao da tensao superficial de 45,8%, com desvio padrao de 1,1
em relagdo ao controle negativo (BH + dleo diesel sem células). Ja aos 14 dias de
incubacao, a reducao da tensao superficial foi de 42,3%, com desvio padrao de 2,2,
registrando uma leve diminuig&o.

Em estudo conduzido por Rodrigues et al. (2006), foi realizada a caracterizagao
fisico-quimica de tensoativos glicolipidicos produzidos por Lactococcus lactis 53,

sendo determinada uma concentragao micelar critica de 14 g/L para a fragao isolada,
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associada a um valor de tensao superficial de 36 mJ/m?, proximo aos valores do
consorcio A5, enquanto outros trabalhos com consorcios bacterianos degradadores
de hidrocarbonetos indicam redugdes tipicas entre 35-50 mN/m dependendo do
tempo de incubacgao e do substrato (Mohammed et al., 2023). Esses dados reforgam
que o consorcio A5 apresenta capacidade competitiva na producdo de

biossurfactantes.

Tabela 2 - Tensao superficial (IMN/m) do consércio A5 cultivado por 7 e 14 dias. A tenséo
superficial foi medida em tensidmetro de anel de platina. Aos 7 dias de incubagao, o sobrenadante
apresentou média de 35,3 mN/m, enquanto aos 14 dias a média foi de 37,6 mN/m. Como controles
negativos, utilizaram-se o meio minimo BH com 6leo diesel filtrado e agua destilada, esta ultima para
calibragdo do equipamento e como padrao de referéncia ja estabelecido na literatura..

Tensao superficial (mN/m)

Reéplica
Controle (-) Controle (-) A5 cultivado A5 cultivado
Agua BH + 1% de €M 7 dias em 14 dias
destilada o6leo diesel
S10
1 69.8 62.7 35.3 37.8
2 69.8 69 36.4 39.6
3 69.8 63.7 34.2 35.3
Média 69.0+0,0 65.1+34 35.3+1,1 376122

Fonte: O autor (2025).

4.4.3 Analise dos ensaios bioquimicos

Para avaliar a natureza dos tensoativos de forma qualitativa, procedeu-se a

realizacao de alguns ensaios bioquimicos, conforme os resultados da Tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados qualitativos das reagées de Molisch, Ninhidrina, Saponificagido e azul de
bromotimol para o consércio microbiano A5. Os sinais representam intensidade da reacdo: NR
(ensaio nao realizado), — (negativo), + (positivo), ++ (positivo intenso).

Tratamentos Molish Ninhidrina  Saponificagao Azul de
bromotimol
Controle NR NR NR -
negativo (H20)
A5 7 dias - - + +
A5 14 dias - - + ++
C2 -SDS 1% NR NR + +
C4 — Triton 1% NR NR NR ++
C5 - Amido + NR NR NR
>1g/L
C6 - - + + NR
lipopeptideo

Fonte: O autor (2025).

No teste de Molisch, o acido sulfurico foi adicionado lentamente na borda do
tubo de ensaio, promovendo a desidratacdo dos carboidratos e a formagao de um
intermediario que reage com a-naftol, gerando um composto de coloragao violeta. O
ensaio foi negativo, pois ndo houve formacado do anel violeta, sugerindo que os
biossurfactantes produzidos pelo consércio possivelmente ndo pertencem a classe
dos glicolipidios. Como controle positivo, utilizou-se uma solu¢do de amido (21 g/L),
que apresentou o anel violeta.

No ensaio de Ninhidrina, nao foi observada coloragdo violeta, indicando
auséncia de aminoacidos livres. A reagao ocorre quando a ninhidrina reage com
grupos amino, formando hidrindantina e, subsequentemente, o complexo de
Ruhemann, responsavel pela coloragéo azul-violeta. A auséncia de reagao sugere que
os biossurfactantes ndo sao lipopetideos. O controle positivo para Ninhidrina foi
realizado com o sobrenadante de uma linhagem bacteriana produtora de
lipopeptideos, que apresentou resultado positivo.

O teste de saponificacdo revelou a presenca de lipideos, evidenciada pela
formacéo de espuma nos tubos, embora em pequena propor¢ao. Ja no ensaio de azul

de bromotimol, o sobrenadante também apresentou resultado positivo para lipideos,
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comparavel aos controles positivos (SDS 1% e Triton 1%). A analise em placas de 96
pocos mostrou que a coloragdo da amostra do consorcio cultivado por 14 dias se
aproximou da obtida pelo controle positivo (SDS 1%), enquanto a amostra de 7 dias

apresentou leve descoloragdo em relagao ao controle negativo, conforme a Figura 25.

Figura 25 - Teste Azul de bromotimol para detecgao de lipideos. C1 — controle negativo (H20); C2
— controle positivo (SDS 1%); C3 — controle positivo (Triton 1%); A5 7 dias — Sobrenadante do
consorcio cultivado em 7 dias; A5 14 dias — Sobrenadante do consoércio cultivado em 14 dias. O
sobrenadante do consércio aos 7 dias apresentou tonalidade azul mais clara que os controles
negativos, indicando presenca de lipideos. Aos 14 dias, observou-se mudancga para tonalidade verde-
agua a amarela, sugerindo maior concentragao de lipideos livres ao longo do tempo de incubagéo

Fonte: O auutor (2025).

Ao analisar estatisticamente os dados espectrofotométricos (OD 595 nm), a
analise de variancia e teste tukey indica o sobrenadante do consoércio bacteriano
crescido em 14 dias com metabdlitos equivalentes ao SDS 1%, ja o consércio crescido
em 7 dias possui diferengas estatisticas com os dois controles positivos, porém
também se diferencia do controle negativo, indicando presencga de lipideos livres, mas
em concentragdes menores que os controles utilizados, como observado na Figura
26.
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Figura 26 - Analise estatistica do azul de bromotimol para detecc¢ao de lipideos livres. C1 —
controle negativo (H20); C2 — controle positivo (SDS 1%); C3 — controle positivo (Triton 1%); A5 7
dias — Sobrenadante parcialmente purificado do consércio bacteriano crescido em 7 dias; A5 14 dias
— Sobrenadante do consércio bacteriano parcialmente purificado crescido em 14 dias. %). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, analise de variancia e
teste Tukey com significancia de 0,01.
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Fonte: O autor (2025).

Os resultados indicam que os biossurfactantes produzidos pelo consorcio A5
podem nao ser glicolipidios ou lipopetideos tipicos, mas possuem compostos dos
tensoativos detectavéis nos ensaios de espuma e azul de bromotimol. Vale ressaltar
que os protocolos utilizados nao definem claramente a concentracdo minima
detectavel dos compostos, o que pode explicar resultados negativos em testes como
Molisch e Ninhidrina.

Estudos prévios demonstram que a concentracdo e a composicdo dos
biossurfactantes variam conforme a fonte de carbono e a cepa microbiana. HoSkova
et al. (2013) observaram maiores concentragdes de ramnolipidios em citrato de sédio
em comparagao a glicerol e 6leo de girassol. Pirog et al. (2013) produziram 6,1-7,7
g/L de biossurfactantes com Acinetobacter calcoaceticus utilizando oleo de girassol
residual, enquanto Zaman et al. (2025) relataram 0,846 g/100 mL com Rhodococcus
indonesiensis no mesmo substrato.

A concentracao dos biossurfactantes é crucial para a analise de rendimento e

para obter resultados positivos nos ensaios bioquimicos.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos a partir das analises morfolégicas, do sequenciamento
Sanger do gene 16S rRNA e da caracterizacdo metataxonémica evidenciam a
diversidade metabdlica do consoércio microbiano A5. A morfologia bacteriana
observada junto a molecular, confirmou a predominancia de géneros classicamente
associados a degradacao de hidrocarbonetos, como Pseudomonas spp. e
Achromobacter spp., reconhecidos por sua atuagdo em ambientes contaminados.

Os ensaios de biodegradacao reforgam essa adaptagdo ambiental. O teste com
DCPIP demonstrou atividade redutora consistente do consorcio em diferentes tipos
de oleo diesel, indicando metabolismo ativo sobre os hidrocarbonetos, embora sem
distingao significativa entre as fontes de carbono. A analise por CG-MS permitiu uma
avaliacdo mais especifica e quantitativa da degradagédo dos n-alcanos, evidenciando
taxas de remocao significativas, com destaque para o diesel S10 (298%), enquanto o
diesel maritimo apresentou taxas menores, possivelmente em fungao de sua maior
quantidade de enxofre e teor de compostos aromaticos.

Além disso, o consorcio apresentou producdo de biossurfactantes e/ou
bioemulsificantes, evidenciado pelo teste de colapso de gota e confirmado pelo
tensidmetro. Os ensaios bioquimicos indicaram de forma qualitativa compostos dos
surfactantes. A auséncia de coloragao em testes especificos, como Ninhidrina, sugere
que os metabdlitos produzidos nao pertencem a classe de lipopeptideos ou que a
concentragcédo presente ndo foi suficiente para detecgéo. Ainda assim, a diversidade
metabdlica observada, associada a presenca de lipidios nos ensaios de azul de
bromotimol e saponificagao, indica a producao de outros tipos de tensoativos.

A estratégia deste trabalho foi direcionada prioritariamente para bactérias,
devido ao seu crescimento rapido em condi¢des laboratoriais de onde este estudo foi
realizado. Em virtude do prazo de execucgao, o isolamento de fungos nao foi realizado,
mas sua caracterizagao deve ser considerada em estudos futuros.

Em sintese, todos os resultados adquiridos demostraram a eficiéncia
biotecnolégico do consorcio A5 para futuras aplicagdes em biorremediagcdo de

hidrocarbonetos.



6 CRONOGRAMA

Tabela 4 - Planejamento e Cronograma de atividades

2026

Escrita do Artigo Cientifico

MESES ATIVIDADES Situagéo
Margo a maio de Revisao bibliografica Realizado
2024
Junho a agosto de Reativac&o do consorcio Realizado
2024
Setembro a Avaliagao da degradagéo do Realizado
novembro de 2024 Oleo diesel em diferentes tipos

de dleo
Dezembro de 2024 a | Avaliagao de tensoativos Realizado
fevereiro de 2025

Purificacéo parcial de

tensoativos
Marco a abril de 2025 | Avaliagao da degradacao de n- | Realizado

alcanos em cromatografia

gasosa acoplada a

espectometria de massas
maio a Junho de Avaliagao morfolégica das Realizado
2025 linhagens constituintes do

consorcio.

Extracédo do DNA gendmico das

linhagens isoladas
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APENDICE I.

Dados obtidos pela metatoxonomia com marcador do gene 16S rRNA
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pide |leng | superking Cluster | Num_Seque
Qseqid sseqid nt th dom phylum class species _ID ncias
03b858f5-bd74-461f-97ac- NR_0426 | 97,4 | 134 Pseudomon | Betaproteobact
2bc524ac45b8_Cluster518 34.1 76 7 | Bacteria |adota eria Burkholderia arboris 518 12
04320221-6f1e-456a-88e2- NR_1144 | 96,6 | 131 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas
6c2ef0f23234_Cluster740 71.1 59 7 | Bacteria |adota acteria aeruginosa 740 15
06e354f3-0c30-4ab1-bb1la- NR_1176 | 92,8 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter
2dbc260e0aaa_Cluster61 15.1 52 5|Bacteria |adota eria animicus 61 53
0843blae-4157-4082-be72- NR_1176 | 93,7 | 134 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter
c81bd1ded7bf_Cluster586 15.1 55 5|Bacteria |adota eria animicus 586 26
09846ec8-ab08-45e5-8087- NR_1137 | 97,3 | 141 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter
0ec01051357d_Cluster230 33.1 16 6 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 230 12
0b2f9aef-8919-4270-bdfe- NR_1137 132 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter
21c791dbace2_Cluster681 33.1 95 0 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 681 26
0c930c74-a194-46ca-b3e6- NR_0275 | 93,9 144 Pseudomon | Betaproteobact | Bordetella hinzii LMG
37dab4a29195_Cluster200 37.1 18 7 | Bacteria | adota eria 13501 200 23
0d2a84bd-d40c-4b3f-9bse- NR_1137 | 95,5| 143 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter
b3591¢c7400c4_Cluster168 33.1 43 6 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 168 287
0e669e23-33e0-42ab-8cd3- NR_1188 | 96,7 | 119 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia
8c63a33d1c17_Cluster1107 72.1 25 1| Bacteria |adota eria vietnamiensis 1107 17
127c¢18a6-3584-4cc0-81be- NR_1137 | 96,5| 133 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter
71234¢2092a0_Cluster561 33.1 62 8 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 561 19
128b742f-ab7a-419a-9626- NR_1137 | 98,8 | 136 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter
b8658683c6a5_Cluster152 33.1 31 9 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 152 24
13633ae6-d943-4d5b-ac03- NR_1180 | 95,0 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia cepacia
fced56bddfa2_Cluster2946 57.1 18| 823 |Bacteria |adota eria ATCC 25416 2946 23
174522ba-716f-4914-ad13- NR_1184 | 98,6 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter
a538b39dd63b_Cluster24 03.1 25| 873 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 24 44
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18¢32077-0799-45b5-a7cc- NR_1176 | 97,1 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

1e0a81df2cf0_Cluster4055 78.1 81| 674 | Bacteria |adota acteria aeruginosa 4055 12
19d817f7-bead4-4047-a755- NR_0426 | 95,4 | 147 Pseudomon | Betaproteobact

29409d6fca0c_Cluster73 36.1 51 3 |Bacteria |adota eria Burkholderia metallica 73 21
1a3e3171-0d3a-4fcf-8704- NR_1137 | 97,0| 142 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

€6f5849c8657_Cluster42 33.1 55 6 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 42 119
1b73e39b-120c-4a9¢c-825b- NR_1137 | 99,1 | 146 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

11d79a2f8824_Cluster63 33.1 1 1| Bacteria |adota eria xylosoxidans 63 1456
1d4f3ea4-2ccc-40b9-8ccl- NR_1144 | 98,4 | 139 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

aff0d3cd94b1_Cluster327 71.1 98 8| Bacteria |adota acteria aeruginosa 327 23
1dff548a-41cb-4060-bald- NR_0417 | 89,9| 143 Pseudomon | Betaproteobact

b64ccc941a00_Cluster252 69.1 3 0 | Bacteria |adota eria Bordetella avium 252 71
lee4fc68-9d75-48f0-88f7- NR_0449 | 96,2 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

54b0a30ffb05_Cluster4375 25.1 73| 644 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 4375 11
1f270ac4-eb9a-47d2-h68a- NR_1144 | 94,2 | 146 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

97ca3b32a0al_Cluster132 71.1 7 6 | Bacteria |adota acteria aeruginosa 132 12
22b915c9-fca8-4eab-ae9d- NR_1189 | 90,7 | 134 Pseudomon | Betaproteobact

a2343e8bcf95_Cluster634 85.1 53 1|Bacteria |adota eria Robbsia andropogonis 634 14
231d4168-6263-4ef4-af9b- NR_1144 | 96,0 | 143 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

8553fc222d3a_Cluster259 71.1 17 1|Bacteria |adota acteria aeruginosa 259 15
23d22694-ae7c¢c-4d55-90cf- NR_1137 | 98,6 | 142 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

9f04cd0707af_Cluster110 33.1 64 2 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 110 15
24739ce9-b51a-4bdf-afbl- NR_1144 | 91,0 | 146 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia cepacia
7e2415a84c¢90_Cluster212 91.1 7 7 | Bacteria | adota eria ATCC 25416 212 13
24891c6f-986f-4a12-a8ab- NR_0426 | 95,6| 130 Pseudomon | Betaproteobact

bd56a3ed8308_Cluster804 32.1 39 7 | Bacteria | adota eria Burkholderia latens 804 14
24f54a58-0546-4134-b8fb- NR_1144 | 98,9| 148 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

2e24a300b030_Cluster47 71.1 87 1|Bacteria |adota acteria aeruginosa 47 1075
25e4b126-cc05-4044-8b43- NR_1164 | 90,6 | 143 Pseudomon | Betaproteobact | Castellaniella

84de0ec9c9eb_Cluster93 82.1 62 5| Bacteria |adota eria ginsengisoli 93 12
25e502e5-4ec7-4060-8ab8- NR_1144 | 97,3| 126 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

d12f440ece58_Cluster796 71.1 12 5| Bacteria |adota acteria aeruginosa 796 15
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26952179-95a3-4452-8158- NR_1735 | 92,9| 142 Pseudomon | Betaproteobact | Caenibaculum

202d174ca7d0_Cluster210 36.1 17 6 | Bacteria |adota eria baiyandianus 210 17
294e3e4c-88d9-41a8-87¢e4- NR_0293 | 93,8 | 146 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

069a20cbdea2_Cluster131 58.1 48 3| Bacteria |adota eria multivorans 131 137
29a33e53-c603-4¢c53-9e30- NR_0417 | 93,4 | 134 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

8403c¢28059cb_Cluster659 20.1 57 5 |Bacteria |adota eria vietnamiensis 659 11
2bae43e7-111e-46fd-b0a0- NR_0426 | 99,1 | 143 Pseudomon | Betaproteobact

198083c6a98d_Cluster29 36.1 61 0 | Bacteria |adota eria Burkholderia metallica 29 2826
2baff978-192f-4be0-9909- NR_1137 | 94,1 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

9feca64259ac_Cluster153 33.1 62 6 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 153 14
2¢17650b-2814-4815-b5d4- NR_1184 | 98,6 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

44b332e0184f_Clusterl7 03.1 21| 943 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 17 2325
2d31bf47-bfc2-4f9a-98a7- NR_1136 | 97,1 | 144 Pseudomon | Betaproteobact

308c101fc4a4_Cluster166 45.1 69 8 | Bacteria |adota eria Burkholderia cepacia 166 31
2dee995e-6658-497b-aa3a- NR_1357 | 89,8 | 138 Pseudomon | Gammaproteob | Ectopseudomonas
d838f79422ad_Cluster419 25.1 34 7 | Bacteria |adota acteria guguanensis 419 21
2f4abb14-07c2-4ab8-91f0- NR_0250 | 92,7 | 100 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

a4b85cbhb1bebe_Cluster38 13.1 44 6 | Bacteria |adota eria cenocepacia 38 25
32f384aa-af8f-4e7d-8e4c- NR_1135 | 96,6 | 141 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

a3fd7d5fbb26_Cluster286 99.1 83 7 | Bacteria |adota acteria aeruginosa 286 26
3322f319-a2e4-4543-83ec- NR_1788 | 99,1 | 148 Pseudomon | Betaproteobact

a8272ccd8e9d_Clusterds 50.1 22 0 | Bacteria |adota eria Burkholderia paludis 45 5328
33dd2045-1afe-4add-8666- NR_1788 | 95,9| 146 Pseudomon | Betaproteobact

3ealf6a2f435_Cluster105 50.1 75 6 | Bacteria |adota eria Burkholderia paludis 105 17
345c80db-4aad-4b37-aced- NR_1527 | 93,7 | 146 Pseudomon | Betaproteobact | Paraburkholderia

bebcOb16fd92_Cluster137 05.1 76 2| Bacteria |adota eria pallidirosea 137 17
376bfe24-f930-4e0f-b0c6- NR_0417 | 95,4 | 148 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

28dff4fcb0a4_Cluster68 20.1 05 0 | Bacteria |adota eria vietnamiensis 68 37
37eef0e6-2100-4652-allc- NR_1742 | 95,2 | 137 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

cf51be621334_Cluster403 30.1 8 7 | Bacteria |adota eria aenigmatica 403 54
38ca2beb-1b45-4bbb-853c- NR_1176 | 94,3 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

22¢f130f07c2_Cluster154 15.1 6 4 | Bacteria |adota eria animicus 154 34
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39162d83-ad01-49e4-968b- NR_1176 | 92,5| 117 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

d2aaa80d3645_Cluster1232 15.1 89 4 | Bacteria |adota eria animicus 1232 11
3a1d5a75-0f4d-4999-9960- NR_1184 | 97,3 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

3785115cfb26_Cluster34 03.1 33| 75| Bacteria |adota eria xylosoxidans 34 15
3ad4a2b22-d8e9-4096-973e- NR_0275 | 91,9| 139 Pseudomon | Betaproteobact | Bordetella hinzii LMG
8e1c335dc6d6_Cluster262 37.1 94 9 | Bacteria |adota eria 13501 262 19
3aaf2e3e-6a6b-4b70-adac- NR_1136 | 93,0 | 143 Pseudomon | Betaproteobact

ef71ff473009_Cluster198 45.1 26 4 | Bacteria |adota eria Burkholderia cepacia 198 58
3cdb2539-8daa-47a3-9436- NR_1715 | 95,4 | 144 Pseudomon | Betaproteobact

e33cd4deb915_Cluster195 25.1 95 3 |Bacteria |adota eria Trinickia fusca 195 154
4082d02a-3f07-4925-9771- NR_1137 | 95,5| 146 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

fa3e3a70ed2d_Cluster164 33.1 48 0 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 164 19
41c24eec-eb3c-4362-95d1- NR_0417 | 95,5| 134 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

50ef27729dd8_Cluster599 20.1 36 4 | Bacteria |adota eria vietnamiensis 599 34
4228fce8-1e83-4ed3-a4f4- NR_1049 | 90,4 | 146 Pseudomon | Betaproteobact

5748b17677cd_Clusterl24 60.1 44 5|Bacteria |adota eria Robbsia andropogonis 124 169
4259a349-2aa9-49ea-8eb0- NR_0420 | 94,4 | 147 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

822h7044f678_Clusters5 211 48 7 | Bacteria |adota eria denitrificans 55 1043
4650ca6d-cfc4-427d-9192- NR_1144 | 92,7 | 144 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

ad10f62d087f_Cluster202 71.1 34 5| Bacteria |adota acteria aeruginosa 202 52
466e11b0-4806-4aee-afa2- NR_1788 | 96,1 | 146 Pseudomon | Betaproteobact

8b41ff26e45c_Clusterl79 50.1 07 4 | Bacteria |adota eria Burkholderia paludis 179 31
49ce5480-93a7-4fa5-b6db- NR_1137 | 97,5| 119 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

5459db5575b0_Cluster1l 33.1 73 5|Bacteria |adota eria xylosoxidans 11 4407
4a4766c6-493c-4269-9908- NR_1144 | 94,5| 144 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

€74a609f8a23_Cluster224 71.1 4 7 | Bacteria | adota acteria aeruginosa 224 64
4ade851b-75f3-4d25-a53d- NR_1185 | 88,3 | 144 Pseudomon | Gammaproteob

baScfca667de_Clusterl74 87.2 9 7 | Bacteria |adota acteria Rehaibacterium terrae 174 38
4c401e90-d985-424¢-95e9- NR_1144 | 98,5| 147 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

b2b50822d68c_Cluster57 71.1 12 8 | Bacteria |adota acteria aeruginosa 57 1326
4dfec387-1928-406e-9119- NR_1137 | 98,0 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

5c9836f6e41a_Cluster107 33.1 08 6 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 107 14
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4f5f4455-5f19-4562-8244- NR_0426 | 97,4 | 145 Pseudomon | Betaproteobact

3b610660ee21_Cluster150 32.1 54 3| Bacteria |adota eria Burkholderia latens 150 13
4fabf9a0-a576-46bb-9b13- NR_0426 | 99,5 Pseudomon | Betaproteobact

64b968e13710_Cluster3089 36.1 84| 721 |Bacteria |adota eria Burkholderia metallica 3089 14
500c1245-672d-4284-98cf- NR_1144 | 96,7 | 146 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

3c2a516e36f3_Cluster108 71.1 24 5|Bacteria |adota acteria aeruginosa 108 92
52995dcd-63cbh-4ec9-b42c- NR_1144 | 93,3 | 124 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

dc1236b2d100_Cluster1024 71.1 87 0| Bacteria |adota acteria aeruginosa 1024 17
531bf441-dal4-4f54-ac73- NR_0426 | 95,9 | 144 Pseudomon | Betaproteobact

ae565319aeab_Cluster216 32.1 89 6 | Bacteria |adota eria Burkholderia latens 216 16
534e523e-5230-4d02-ad67- NR_1735 | 92,4 | 144 Pseudomon | Betaproteobact | Caenibaculum

77080a66dfea_Cluster52 36.1 57 5|Bacteria |adota eria baiyandianus 52 46
5450ed91-e6¢2-4202-b65f- NR_0426 | 95,3| 147 Pseudomon | Betaproteobact

aalc061a57b2_Cluster142 36.1 8 2 | Bacteria |adota eria Burkholderia metallica 142 12
54a24fb7-82a6-49f9-8cc3- NR_1144 | 92,9| 147 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

€6e7485c479d_Cluster92 71.1 68 9| Bacteria |adota acteria aeruginosa 92 33
54dfe093-5749-4¢c95-aeb4- NR_0442 | 93,9| 133 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

175457db2360_Cluster326 09.1 23 3 |Bacteria |adota acteria panipatensis 326 47
5713199a-4e6d-4fee-a3b9- NR_1164 | 89,8 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Castellaniella

8a33334fd15c_Cluster41 82.1 76 2 |Bacteria |adota eria ginsengisoli 41 2406
57ec2c47-1eb7-4e1b-b891- NR_1144 | 94,3 | 145 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

83bc7f6a5276_Clusterl77 71.1 57 3| Bacteria |adota acteria aeruginosa 177 21
5c427b68-e368-4€72-9004- NR_0275 | 95,0 | 146 Pseudomon | Betaproteobact | Bordetella hinzii LMG

55d22356ae30_Cluster90 371 2 6 | Bacteria |adota eria 13501 90 235
5ce3c654-5a03-4a44-a198- NR_0420 | 96,7 | 148 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

a6ca91210bbc_Cluster70 211 05 7 | Bacteria | adota eria denitrificans 70 20
5e470052-3b1a-448b-ae92- NR_1137 | 95,1 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

1981c4h788a3_Cluster180 32.1 03 0 | Bacteria |adota eria denitrificans 180 29
5fc99709-efe8-4a9e-ae04- NR_0437 | 90,3 | 143 Pseudomon | Gammaproteob

6f82b9bce0c8_Clustero4 16.1 5 0| Bacteria |adota acteria Pseudomonas syringae 94 35
61979381-cf25-4080-8105- NR_0275 | 94,4 | 138 Pseudomon | Betaproteobact | Bordetella hinzii LMG
4e685a3bf672_Cluster417 37.1 32 3 |Bacteria |adota eria 13501 417 45
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626adb83-53f6-4cf5-a189- NR_0426 | 99,2 Pseudomon | Betaproteobact

bc83509bd9cf_Cluster2767 36.1 29| 778 |Bacteria |adota eria Burkholderia metallica 2767 11
6305fee0-b271-4618-b578- NR_0420 | 97,0 | 146 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

ff22c004466e_Cluster103 21.1 57 1| Bacteria |adota eria denitrificans 103 588
635a2f6¢-b351-40b6-8901- NR_1177 | 96,1 | 144 Pseudomon | Betaproteobact

¢c3b3127b2887_Clusterl72 08.1 22 4 | Bacteria |adota eria Achromobacter anxifer 172 66
63a13f37-7b97-41a8-9¢ef2- NR_1137 | 94,5| 144 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

1a947fbd7287_Cluster143 33.1 18 1| Bacteria |adota eria xylosoxidans 143 48
659cb12f-3dda-46¢8-aad4- NR_0275 | 92,6 | 137 Pseudomon | Betaproteobact | Bordetella hinzii LMG
928c4f1b9168_Cluster488 37.1 55 5|Bacteria |adota eria 13501 488 22
66478dfc-08b5-448a-99a5- NR_1520 | 93,8 | 138 Pseudomon | Betaproteobact

3000c301d102_Cluster303 13.1 58 4 | Bacteria |adota eria Achromobacter agilis 303 34
664869d9-c301-415f-8a7f- NR_0417 | 94,3 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

135722df4e95_Cluster89 20.1 53 2 | Bacteria |adota eria vietnamiensis 89 51
681425f0-0816-4538-b06f- NR_1136 | 90,4 | 146 Pseudomon | Betaproteobact | Bordetella

ffcad073c790_Cluster140 28.1 18 1| Bacteria |adota eria bronchiseptica 140 26
69db7210-4371-48db-92ef- NR_1788 | 96,2 | 145 Pseudomon | Betaproteobact

4adb8a2ba95a_Cluster127 50.1 84 3 |Bacteria |adota eria Burkholderia paludis 127 63
6a696f99-66df-4de6-a153- NR_1137 | 97,5| 143 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

73b5b5457482_Cluster123 33.1 64 7 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 123 30
6aab1517-9fbf-41df-90ee- NR_1028 | 97,0 | 146 Pseudomon | Betaproteobact

43b8b4631b32_Cluster79 90.1 03 8 | Bacteria |adota eria Burkholderia lata 79 101
6b46839d-350e-48fa-944e- NR_1177 | 90,6 | 147 Pseudomon | Betaproteobact

849d224555ff_Cluster104 08.1 44 5|Bacteria |adota eria Achromobacter anxifer 104 18
6c6242c2-88b0-4bc4-8a37- NR_1137 | 96,6 | 144 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

92169d982b25_Cluster134 33.1 04 3| Bacteria |adota eria xylosoxidans 134 68
6cae8a07-2313-4604-b378- NR_0449 | 97,7 | 140 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

ef131bdd5096_Cluster314 25.1 26 7 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 314 19
6cb97747-bedc-4125-abe2- NR_1137 | 98,4 | 103 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

52dbc867ee57_Cluster1511 33.1 48 1|Bacteria |adota eria xylosoxidans 1511 11
60326c89-f308-464e-834e- NR_0275 | 97,7 | 102 Pseudomon | Betaproteobact | Bordetella hinzii LMG

bcc7088f6f14_Cluster33 37.1 52 3 |Bacteria |adota eria 13501 33 834
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6d9cdaa3-8610-4697-b082- NR_1028 | 91,2 | 150 Pseudomon | Betaproteobact

a39f3d3deee5_Cluster49 90.1 06 1| Bacteria |adota eria Burkholderia lata 49 14
6e552163-bdfc-4cf9-885f- NR_1049 | 96,4 | 144 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

6b7fa25546e2_Cluster191 78.1 73 6 | Bacteria |adota eria contaminans 191 12
6ebab620e-aebd-4c15-8060- NR_1136 | 96,5| 145 Pseudomon | Betaproteobact

0366cd47f9c5_Cluster157 45.1 56 2 | Bacteria |adota eria Burkholderia cepacia 157 15
7091d219-34e7-4a42-8226- NR_1788 | 98,6 | 137 Pseudomon | Betaproteobact

5872164babdd_Cluster269 50.1 87 1| Bacteria |adota eria Burkholderia paludis 269 13
714901a7-4d14-4df4-9a53- NR_1788 | 97,9 | 148 Pseudomon | Betaproteobact

242279e61dd6_Cluster43 50.1 17 8 | Bacteria | adota eria Burkholderia paludis 43 187
7607310f-bf46-4e78-b4bb- NR_1144 | 93,5| 146 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

8c67c05542c7_Cluster83 71.1 24 7 | Bacteria |adota acteria aeruginosa 83 41
7628bc95-b163-4eed-98f0- NR_1164 | 89,8 | 143 Pseudomon | Betaproteobact | Castellaniella

299cc2e8016¢_Cluster133 82.1 88 4 |Bacteria |adota eria ginsengisoli 133 18
7842bb81-2f29-40d6-b02f- NR_1492 | 88,5| 140 Pseudomon | Betaproteobact | Mycoavidus

€28e10b8e9b7_Cluster368 40.1 8 1|Bacteria |adota eria cysteinexigens 368 15
790b8f28-e238-4835-9e40- NR_1137 | 97,7 | 142 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

45a6b2dd3e24_Cluster213 33.1 48 1| Bacteria |adota eria xylosoxidans 213 107
7beble8c-57f2-4d61-a174- NR_0426 | 92,5| 148 Pseudomon | Betaproteobact

cb3c0ab3a9b9_Cluster86 36.1 35 7 | Bacteria |adota eria Burkholderia metallica 86 57
7¢5d64b5-e4b3-4349-adfd- NR_1137 | 95,0 | 137 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

1604138040aa_Cluster416 33.1 47 3 |Bacteria |adota eria xylosoxidans 416 11
7¢849465-a9b0-4cbe-b4ab- NR_1788 | 96,2 | 145 Pseudomon | Betaproteobact

d0779bfb8163_Cluster144 50.1 94 7 | Bacteria | adota eria Burkholderia paludis 144 18
7ed97e7f-59d7-4f97-91cf- NR_0417 | 91,3 | 138 Pseudomon | Betaproteobact

b0aeba405994_Cluster380 69.1 04 0 |Bacteria |adota eria Bordetella avium 380 11
7f01f357-ee39-4¢82-92d2- NR_1715 | 94,4| 134 Pseudomon | Betaproteobact

3aa0a29783a5_Cluster607 25.1 36 8 | Bacteria |adota eria Trinickia fusca 607 26
803f171a-186f-4ec6-9a82- NR_1137 | 98,5| 130 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

7a7f2ela5d14_Cluster8 33.1 43 4 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 8 1972
80a1e065-a400-492e-b356- NR_1735 | 93,4 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Caenibaculum

975911427ec5_Cluster88 36.1 84 8 | Bacteria |adota eria baiyandianus 88 30
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80de072f-710c-4142-99d3- NR_1797 | 87,3| 145 Pseudomon | Gammaproteob | Metapseudomonas
b46258738a4d_Cluster170 71.1 8 8| Bacteria |adota acteria lalkuanensis 170 16
80e5277e-dabb-4bea-85hb7- NR_1144 | 94,8 | 144 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia cepacia
2ddded99d970_Cluster220 91.1 2 8| Bacteria |adota eria ATCC 25416 220 29
81d5bd54-9236-4778-bal2- NR_1790 | 90,4 | 144 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

8dda88hb734b1_Cluster161 84.1 07 9| Bacteria |adota acteria mangiferae 161 28
836fec89-fcdd-4359-a999- NR_1137 | 93,9| 143 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

8bd4c43c8f7c_Cluster225 33.1 25 2 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 225 23
8433dea9-accl-4eea-a2a8- NR_1368 | 92,8 Pseudomon | Betaproteobact | Paraburkholderia

6f86dceea93f_Cluster4317 33.1 46| 657 | Bacteria |adota eria metalliresistens 4317 14
87b29936-7562-44d8-a43b- NR_0417 | 97,0 | 146 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

8d5505a43c97_Cluster80 20.1 67 6 | Bacteria |adota eria vietnamiensis 80 464
8a4f8614-c6ad-49fd-9ed3- NR_1137 | 98,6 | 146 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

7fabf684c9c7_Cluster64 33.1 99 0 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 64 283
8b10783b-8a00-4243-a814- NR_1357 | 92,0| 135 Pseudomon | Gammaproteob | Ectopseudomonas
4166c44b1464_Cluster559 25.1 18 3 |Bacteria |adota acteria guguanensis 559 34
8c5df7cb-acdb-4946-809a- NR_1135 | 95,7 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

50b2b098617b_Cluster2997 99.1 06| 815 |Bacteria |adota acteria aeruginosa 2997 14
8cfaldel-975b-4926-939c- NR_1357 | 88,3| 148 Pseudomon | Gammaproteob | Ectopseudomonas

3ec67791fb4f_Cluster77 25.1 11 0| Bacteria |adota acteria guguanensis 77 39
8e10bc19-2e30-4c68-9f85- NR_1137 | 99,9| 130 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

834662bb5bd9_Cluster493 33.1 23 7 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 493 17
9117b916-15ad-445a-acfd- NR_0426 | 97,0| 135 Pseudomon | Betaproteobact

c4a3b2cf0a30_Cluster533 34.1 39 1| Bacteria |adota eria Burkholderia arboris 533 11
9136f9ab-439a-4af3-b7a6- NR_0426 | 95,8 | 142 Pseudomon | Betaproteobact

abOcbblald5d_Cluster271 36.1 48 1| Bacteria |adota eria Burkholderia metallica 271 38
92f79985-0396-4c2c-99b4- NR_0417 | 96,4 | 147 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

51c77da6ebed_Cluster67 20.1 65 1| Bacteria |adota eria vietnamiensis 67 461
93ad76a0-6¢28-477b-acf3- NR_1797 | 93,2 | 147 Pseudomon | Gammaproteob | Metapseudomonas

€9178dec9c39_Cluster62 71.1 93 6 | Bacteria |adota acteria lalkuanensis 62 199
951f4865-fc49-412c-alfb- NR_1137 | 97,5| 142 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

8b97b2f1619b_Cluster246 33.1 44 5| Bacteria |adota eria xylosoxidans 246 97
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95d33399-636a-4ca3-b99d- NR_1492 | 90,6 | 137 Pseudomon | Betaproteobact | Mycoavidus

dc2afde165d8_Clusterd32 40.1 11 4 | Bacteria |adota eria cysteinexigens 432 20
95ffe71a-b3bf-43a3-b7eb- NR_1144 | 98,9| 117 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia cepacia
d2d890adebe7_Clustero38 91.1 76 2| Bacteria |adota eria ATCC 25416 938 21
97c¢23bcb-bcd8-4d0e-aa9a- NR_1137 | 95,1 | 138 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

deee31f067f5_Cluster422 33.1 48 1| Bacteria |adota eria xylosoxidans 422 11
97e67218-2b24-4962-958a- NR_1144 | 96,2 | 145 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

8ee81a07a1f8_Cluster121 71.1 12 2 |Bacteria |adota acteria aeruginosa 121 33
9845bfc3-8c76-47aa-b16e- NR_1136 | 93,8 | 129 Pseudomon | Betaproteobact

bce9d73d5aa9_Cluster785 45.1 37 8 | Bacteria |adota eria Burkholderia cepacia 785 13
9900c180-173b-47a4-8db6- NR_1735 | 94,6 | 122 Pseudomon | Betaproteobact | Caenibaculum

6ca3e3b3c775_Cluster913 36.1 94 5|Bacteria |adota eria baiyandianus 913 12
9bc196f0-dd2e-4dde-8eea- NR_1188 | 98,2 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

€75519a96a4f_Cluster36 72.1 72| 926 | Bacteria |adota eria vietnamiensis 36 47
9c21f503-7725-4f3f-b544- NR_1028 | 95,3| 132 Pseudomon | Betaproteobact

42c¢1bad15127_Cluster772 90.1 03 0 | Bacteria |adota eria Burkholderia lata 772 14
9d32985c-e1b0-4de6-b991- NR_0742 | 94,9| 141 Pseudomon | Betaproteobact

985966a2155¢_Cluster39 91.1 01 2 | Bacteria |adota eria Bordetella petrii 39 48
a0526fd4-5388-4121-8571- NR_1137 | 92,2| 146 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

d2f6829bc4cf_Cluster122 33.1 29 7 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 122 21
a0606b3f-d3a3-48e7-ach4- NR_1788 | 94,9| 148 Pseudomon | Betaproteobact

ab6457593dd4_Cluster48 50.1 56 7 | Bacteria |adota eria Burkholderia paludis 48 23
a153292a-240f-4da4-bf73- NR_1656 | 94,6 | 132 Pseudomon | Betaproteobact

91161b6b43ec_Cluster743 95.1 25 1| Bacteria |adota eria Burkholderia alba 743 23
a2ac0f65-7f87-499b-a804- NR_1176 | 92,1| 139 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

571ac537d45e_Cluster146 78.1 64 1|Bacteria |adota acteria aeruginosa 146 24
a4dcf28e-570b-4772-bb8c- NR_0449 | 99,0 | 139 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

61bf03467a15_Cluster355 25.1 67 3 |Bacteria |adota eria xylosoxidans 355 33
a7c35ea0-2900-4c3b-9839- NR_1144 | 96,6 | 139 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

8e19fcd4f871_Cluster400 71.1 21 1|Bacteria |adota acteria aeruginosa 400 17
a9a83eed-7a2d-4072-97ff- NR_1028 | 95,8 | 148 Pseudomon | Betaproteobact

569fcc43ca33_Cluster50 90.1 89 4 | Bacteria |adota eria Burkholderia lata 50 102
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aa9bf281-716a-4a56-8d3c- NR_1144 | 97,0 | 144 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

f1f2630838ee_Cluster238 71.1 22 4 | Bacteria |adota acteria aeruginosa 238 12
acaed006-e405-4a87-8063- NR_1357 140 Pseudomon | Gammaproteob | Ectopseudomonas
55ea0145bd7c_Cluster300 25.1 91,4 7 | Bacteria | adota acteria guguanensis 300 18
b07da9ed-2c2c¢c-4bd6-839d- NR_1137 | 95,5| 138 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

dala6e249a70_Cluster376 33.1 14 2 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 376 19
b09c740e-4742-4274-be31- NR_1144 | 93,3 | 146 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

c3305105a712_Cluster74 71.1 24 8| Bacteria |adota acteria aeruginosa 74 23
b0fe0769-ff47-453c-8b46- NR_0293 | 94,3 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

b259676b8d70_Cluster31 58.1 45 0 | Bacteria |adota eria multivorans 31 1752
b11983fe-a71b-41fe-94d5- NR_1788 | 94,4| 143 Pseudomon | Betaproteobact

3a3ef7774ff0_Cluster242 50.1 37 8 | Bacteria |adota eria Burkholderia paludis 242 48
b15902c9-8d9b-44c4-8¢35- NR_1137 | 99,4| 136 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

7abb46172ba9_Cluster189 33.1 87 4 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 189 72
b341a000-224b-46bd-b606- NR_1656 | 92,1 | 146 Pseudomon | Betaproteobact

cb5f5b0bbe05_Cluster87 87.1 34 2 | Bacteria |adota eria Zwartia panacis 87 107
b459f39d-898a-43f5-87b0- NR_0426 | 98,5| 146 Pseudomon | Betaproteobact

caf13a0225f6_Cluster111 36.1 64 2 | Bacteria |adota eria Burkholderia metallica 111 34
b64d694c-6eef-4b5e-b62f- NR_1137 | 96,8 | 139 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

3e90ec241aa8_Cluster340 33.1 41 3 |Bacteria |adota eria xylosoxidans 340 14
b6a5c3eb-ea68-4685-8840- NR_0426 | 97,5 Pseudomon | Betaproteobact

1a9750591477_Cluster98 34.1 74| 742 | Bacteria |adota eria Burkholderia arboris 98 21
b6dddcb6-7215-45d4-893d- NR_1137 | 97,5| 145 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

06fea34e8ee0_Cluster118 33.1 21 2 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 118 69
b6fd8454-98e9-49cd-92b0- NR_1137 | 93,7 | 146 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

16b3197ae17a_Cluster58 33.1 97 7 | Bacteria | adota eria xylosoxidans 58 384
b79b1382-86de-41e0-956a- NR_1164 | 89,5| 139 Pseudomon | Betaproteobact | Castellaniella

b121ef5c08e3_Cluster393 82.1 91 3| Bacteria |adota eria ginsengisoli 393 32
b7e9b9ba-4a92-480f-a046- NR_0275 | 96,2 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Bordetella hinzii LMG
afe5dda2661c_Cluster101 37.1 25 7 | Bacteria |adota eria 13501 101 146
bb6c97f2-d5¢2-482f-9a00- NR_1028 | 95,6 | 146 Pseudomon | Betaproteobact

d06b207eal3b_Cluster109 90.1 22 2 | Bacteria |adota eria Burkholderia lata 109 30
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bb9ffa3f-d021-4de2-b8f8- NR_1788 | 95,8 | 117 Pseudomon | Betaproteobact

29ffec78b343_Cluster1231 50.1 3 5|Bacteria |adota eria Burkholderia paludis 1231 11
bc6f682f-a92d-47c¢7-a81d- NR_0417 | 93,1 | 146 Pseudomon | Betaproteobact

387bbaa22cc2_Cluster102 69.1 69 4 |Bacteria |adota eria Bordetella avium 102 78
bd3f5008-0847-4d18-a3c0- NR_1184 | 96,9 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

b9a9c400589e_Cluster19 03.1 54| 952 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 19 269
becfae10-36ab-4662-a6ad- NR_1049 | 96,4 | 142 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

2bb8535084d8_Cluster59 78.1 16 3 |Bacteria |adota eria contaminans 59 18
c18e8681-ffba-49b2-87c2- NR_1137 | 97,5| 143 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

1dfa7938152a_Cluster227 33.1 56 2 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 227 14
c1e77193-0394-4d68-89aa- NR_1049 | 94,9| 135 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

2480db95069e_Clusterd79 78.1 74 3 |Bacteria |adota eria contaminans 479 12
c214f4eb-6755-49be-87db- NR_0426 | 95,2| 141 Pseudomon | Betaproteobact

1b8b8b687261_Cluster319 35.1 58 3 |Bacteria |adota eria Burkholderia seminalis 319 31
c2cc642a-439d-41e0-9a12- NR_1144 | 95,4| 146 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

024fealc6f84_Cluster9l 71.1 92 4 | Bacteria |adota acteria aeruginosa 91 21
c4c56733-620f-4b30-90c5- NR_0265 | 92,5| 140 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

a49d93d4b1bb_Cluster374 33.1 82 2 | Bacteria |adota acteria citronellolis 374 16
c4d37552-7b6b-4b38-ad7c- NR_0417 | 91,5| 144 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

a35e04be280c_Cluster183 20.1 45 3 |Bacteria |adota eria vietnamiensis 183 45
¢5000a1d-6736-487d-8c14- NR_1520 | 95,2| 138 Pseudomon | Betaproteobact

71205e31491d_Cluster348 13.1 48 9| Bacteria |adota eria Achromobacter agilis 348 28
c8caf3d7-8fd1-442c-90d4- NR_1137 | 99,6 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

d33b86bcalc4_Cluster1164 33.1 73| 612 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 1164 16
cadfb16c-d6ad-4dd1-b76d- NR_1028 | 94,9| 147 Pseudomon | Betaproteobact

9204f464d579_Cluster125 90.1 01 1| Bacteria |adota eria Burkholderia lata 125 12
cb42710f-bd6f-4c11-b5f1- NR_0426 | 95,6 | 139 Pseudomon | Betaproteobact

7e0835af03f3_Cluster357 34.1 9 2 | Bacteria |adota eria Burkholderia arboris 357 16
cc2079ac-1ded-4e9b-a35d- NR_1492 | 90,0 | 140 Pseudomon | Betaproteobact | Mycoavidus

€956ae93e328_Cluster337 40.1 86 2| Bacteria |adota eria cysteinexigens 337 12
€Cc78f955-9846-4640-b127- NR_0417 | 95,3 | 142 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

5ba6c9defSee_Cluster3s 20.1 72 6 | Bacteria |adota eria vietnamiensis 35 2171
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ce06aade-9ec4-4c9b-adcd- NR_1144 | 99,1 | 107 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

e38ebe48190a_Cluster30 71.1 64 7 | Bacteria | adota acteria aeruginosa 30 963
d3174f47-94f8-4dc9-a071- NR_1486 | 91,0| 132 Pseudomon | Betaproteobact

103e0f9846f6_Cluster550 23.1 32 7 | Bacteria | adota eria Advenella alkanexedens 550 18
d465e9f5-b6b2-4eef-994e- NR_1144 | 95,8 | 141 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

fed3ade7ce9d_Cluster305 71.1 39 8 | Bacteria |adota acteria aeruginosa 305 18
d60dc74c-249b-44¢3-9df8- NR_0417 | 95,6 | 141 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia

5afbbbae14e8_Cluster40 20.1 12 3 |Bacteria |adota eria vietnamiensis 40 284
d6a9aea9-5bb5-484e-a800- NR_1177 | 94,0 | 146 Pseudomon | Betaproteobact

0811285494f9_Cluster44 06.1 57 4 | Bacteria |adota eria Achromobacter insuavis 44 391
d88b3835-b4e9-49d7-9¢25- NR_1137 | 94,8 | 144 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

64f375ea6f90_Cluster51 33.1 86 7 | Bacteria | adota eria xylosoxidans 51 545
da46fc38-b808-4249-bed 3- NR_1137 | 96,2 | 142 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

20d12ae80bbe_Cluster312 33.1 73 2 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 312 20
da4d1b4d-cfbf-48aa-bcc9- NR_0426 | 91,1| 143 Pseudomon | Betaproteobact

68274db18703_Cluster260 36.1 89 0 | Bacteria |adota eria Burkholderia metallica 260 42
db722e21-27a2-4b0d-8a7a- NR_0426 | 97,9| 113 Pseudomon | Betaproteobact

a807bfdeeObf_Cluster1306 34.1 65 0 |Bacteria |adota eria Burkholderia arboris 1306 21
db923f4a-84c8-4569-a9de- NR_1144 | 94,0 | 142 Pseudomon | Betaproteobact | Burkholderia cepacia
laddaa577ecd_Cluster301 91.1 14 0 | Bacteria |adota eria ATCC 25416 301 14
€1495164-480d-4854-h9f6- NR_1817 | 94,5| 148 Pseudomon | Gammaproteob | Metapseudomonas

a525733fb5e8_Cluster66 70.1 27 0 | Bacteria |adota acteria boanensis 66 88
e2a00e29-2cab-4444-9060- NR_1456 | 95,4 Pseudomon | Betaproteobact

4bc96d88a21c_Cluster4016 02.1 34| 679 | Bacteria |adota eria Caballeronia calidae 4016 23
e405090e-8641-4aa9-a87c- NR_1177 | 96,4 | 147 Pseudomon | Betaproteobact

3al25c4dfdad_Cluster71 06.1 72 4 | Bacteria |adota eria Achromobacter insuavis 71 39
e5ba4b6a-d010-4282-9c5c¢- NR_1177 | 95,2 | 145 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

ac42340d0e2e_Cluster135 07.1 67 8| Bacteria |adota eria aegrifaciens 135 31
e5ea8444-e05a-41c2-8367- NR_0449 | 99,6 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

27da05e89e31_Cluster22 25.1 63| 594 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 22 3074
€62170bd-adbe-4d4d-8740- NR_0417 | 92,9 | 142 Pseudomon | Betaproteobact

fe23993661ab_Cluster46 69.1 27 8 | Bacteria |adota eria Bordetella avium 46 75
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e6f04b36-15a5-45db-8693- NR_1137 | 97,8 | 133 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

ccdebe99f350_Cluster408 33.1 31 7 | Bacteria | adota eria xylosoxidans 408 20
e7264cd4-c954-48fb-a5cd- NR_1137 | 99,0 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

de07fa7a82e7_Cluster2325 33.1 31| 826 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 2325 19
€8d8a468-9609-4386-b78b- NR_0742 | 92,7 | 145 Pseudomon | Betaproteobact

ac4bce352a27_Cluster120 91.1 3 8 | Bacteria |adota eria Bordetella petrii 120 80
€a93578e-7e79-41da-b6f5- NR_1144 | 97,6 | 146 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

2a3903fd2718_Cluster72 71.1 11 5| Bacteria |adota acteria aeruginosa 72 145
eb5c¢7739-7fb0-47bc-ac8d- NR_1184 | 99,6 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

155adc215d36_Cluster25 03.1 65| 896 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 25 253
ec19e36f-a440-429b-8698- NR_1184 | 98,1 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

aa4d7foe6fe7_Cluster32 03.1 34| 911 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 32 12
ee70642e-f4f1-45de-b453- NR_0426 | 93,4 | 148 Pseudomon | Betaproteobact

d2f3fe008f45_Clusters56 32.1 55 2 | Bacteria |adota eria Burkholderia latens 56 89
eecfd1f1-328b-4ca4-8fe2- NR_1177 | 94,0| 145 Pseudomon | Betaproteobact

3eae32ed16a0_Cluster119 06.1 29 7 | Bacteria | adota eria Achromobacter insuavis 119 19
efbaa077-95ca-4949-8377- NR_1176 | 94,2 | 147 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

723b452a6b4f_Cluster65 44.1 22 1| Bacteria |adota eria pulmonis 65 30
f0c96bb9-df99-4c9c-933f- NR_1144 | 94,4 | 144 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

5da925ec295c_Cluster204 71.1 6 4 |Bacteria |adota acteria aeruginosa 204 20
f2735422-0806-4722-9fe6- NR_1028 | 99,6 | 111 Pseudomon | Betaproteobact

ce75f5ae9a67_Cluster1398 90.1 42 6 | Bacteria |adota eria Burkholderia lata 1398 29
f3e0cbec-1b55-4d3b-alca- NR_1184 | 99,2 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

33dcf0da180c_Cluster23 03.1 1| 886 |Bacteria |adota eria xylosoxidans 23 388
f52b6ba6-ad47-4f4a-8ela- NR_1735 | 90,0 | 142 Pseudomon | Betaproteobact | Caenibaculum

492a3cb6bb53_Cluster251 36.1 35 5| Bacteria |adota eria baiyandianus 251 16
f591cb5c-296¢-4b27-8b53- NR_1137 | 97,9| 145 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

cb1b83fbc82f_Cluster54 33.1 44 9| Bacteria |adota eria xylosoxidans 54 505
f9811d4b-8688-4ca8-b263- NR_1144 | 96,3 | 132 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

2996fd0be02b_Cluster675 71.1 1 8 | Bacteria |adota acteria aeruginosa 675 11
fabf4a03-e61d-4d7a-8902- NR_1137 | 96,7 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

b231968c65a2_Cluster3495 32.1 21| 732 | Bacteria |adota eria denitrificans 3495 21
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faef6ae3-b449-4837-ad60- NR_0275 | 98,1 Pseudomon | Betaproteobact | Bordetella hinzii LMG

d14068002f10_Cluster37 37.1 29| 855 | Bacteria |adota eria 13501 37 507
fb5d4f56-6175-4b61-a9cf- NR_1137 | 99,3 | 133 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

cf139f9dfael_Cluster445 33.1 25 4 | Bacteria |adota eria xylosoxidans 445 73
fc31e8d0-ce29-4888-a85a- NR_1144 | 96,2 | 148 Pseudomon | Gammaproteob | Pseudomonas

5669acf27abf_Cluster60 71.1 19 1|Bacteria |adota acteria aeruginosa 60 167
fd33861e-d13e-4292-a080- NR_1137 | 97,7 | 137 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

66494b163dfc_Cluster392 33.1 42 3 |Bacteria |adota eria xylosoxidans 392 13
ffdd0916-fad2-42d0-b80d- NR_1137 | 95,9| 143 Pseudomon | Betaproteobact | Achromobacter

303d54e1a6¢c6_Cluster232 33.1 58 5|Bacteria |adota eria xylosoxidans 232 20




APENDICE II. Dados obtidos pela metatoxonomia com marcador do gene ITS

89

Query_ID Clus | Subject_Acc | Iden | Bit_sc | kingd | phylum class genus species Num_Sequ
ter ession tity ore om encias
1c7d1c92-d03b-4b73-a94c- 55 | MH545918. 99.4 | 1062 | Fungi | Ascomyc | Pichiomyc | Meyerozym | Meyerozyma 868
da9c70ad344a 1 86 ota etes a guilliermondii
5669e34f-81d2-4279-8e42- 51 | MH545918. 98.5 998 | Fungi | Ascomyc | Pichiomyc | Meyerozym | Meyerozyma 270
563eb8cd97a5 1 87 ota etes a guilliermondii
€6535f09-1b11-4342-b7af- 52 | MH545918. 97.6 994 | Fungi | Ascomyc | Pichiomyc | Meyerozym | Meyerozyma 222
fc456b0ch95¢ 1 11 ota etes a guilliermondii
6385f4ba-55f4-465f-b566- 53 | MH545918. 99.1 | 1059 | Fungi | Ascomyc | Pichiomyc | Meyerozym | Meyerozyma 50
d132087aacab 1 5 ota etes a guilliermondii
2614f09a-7a66-40ff-8fad- 33 | NR_119462. | 81.0 544 | Fungi | Basidiom | Agaricomy | Collybiopsi | Collybiopsis 32
ecb7eeelad88 1 48 ycota cetes S pseudolodgeae
9a82268b-b44f-4879-a1bf- 76 | PP416843.1 | 95.5 885 | Fungi | Ascomyc | Eurotiomy | Talaromyc | Talaromyces 23
4caae292c6el 12 ota cetes es ailsahockingiae
621b7e28-bd00-4121-ad7c- 119 | MT558921.1 | 98.4 913 | Fungi | Ascomyc | Eurotiomy | Penicillium | Penicillium citrinum 19
52257ebd05a6 62 ota cetes
7daa60be-776b-4b6f-86¢2- 46 | NR_185618. | 93.0 830 | Fungi | Basidiom | Agaricomy | Grammoth | Grammothele 17
3cc22bacb0Oba 1 43 ycota cetes ele taiwanensis
0274f6aa-a559-4ff9-841c- 88 | MH545918. 96.5 907 | Fungi | Ascomyc | Pichiomyc | Meyerozym | Meyerozyma 13
ff9db29a3b9c 1 64 ota etes a guilliermondii
960b71e0-9d1c-435¢-8958- 124 | MH545918. 98.2 900 | Fungi | Ascomyc | Pichiomyc | Meyerozym | Meyerozyma 12
40decd37e32d 1 63 ota etes a guilliermondii
80eacc1d-6db4-4850-bb0b- 133 | NR_161046. | 98.8 800 | Fungi | Basidiom | Agaricomy | Sistotrema | Sistotremastrum 12
d7b9f047dd8b 1 91 ycota cetes strum aculeocrepitans




