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Resumo

A poluigao por hidrocarbonetos ¢ reconhecida como um dos principais problemas
ambientais das ultimas décadas, resultante de derramamentos de petréleo e derivados. Na
regido amazonica, o risco ¢ agravado pelo alto consumo de dleo diesel utilizado em
embarcacdes, 0 que potencializa a contaminagdo de ecossistemas aquaticos e terrestres.
Nesse contexto, a biorremediagdo surge como alternativa promissora para a mitigagao
desses impactos. Estudos prévios realizados com consoércios bacterianos isolados nas
proximidades do porto do Ceasa (Manaus-AM) demonstraram a eficiéncia do consoércio
A3 na degradagdo de hidrocarbonetos, alcangando taxas superiores a 70% em apenas sete
dias. Esta pesquisa teve como foco a identificagdo e caracterizacao funcional de trés
Linhagem bacterianas isoladas de ambientes contaminados: Acinetobacter seifertii (313),
Achromobacter xylosoxidans (314) e Pseudomonas sp. (316). No caso da cepa 316,
pertencente ao género Pseudomonas, os dados obtidos por analise filogenomica indicam
que ela apresenta baixa identidade ANI e valores de dDDH inferiores a 70% em relagdo
as espécies tipo mais proximas, sugerindo tratar-se de uma possivel nova espécie de
Pseudomonas. Através da montagem e anotacdo genOmica, foram identificados genes
associados a degradagdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, com destaque para
monooxigenases como, alkB, ladA, almA e CYPA50. Essas enzimas participam das
etapas iniciais da oxidacdo de hidrocarbonetos, facilitando sua entrada em rotas de -
oxidagdo e subsequente mineralizacdo. As cepas foram avaliadas experimentalmente
quanto a sua capacidade de degradar hidrocarbonetos utilizando dois métodos
complementares: o ensaio colorimétrico com 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP), e a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), que quantifica a
degradacao especifica de n-alcanos presentes no diesel. Os resultados demonstraram que
a cepa Acinetobacter seifertii (313) apresentou desempenho superior em ambos os testes,
degradando entre 76% e 92% dos alcanos (C11-C26), a frente do consorcio bacteriano
A3 e das culturas puras 314 e 316. A cepa 314 alcancou taxas de degradagdo mais
modestas, variando de 10% a 52%, enquanto a 316 obteve desempenho intermediario,

com variagoes entre 12% e 53%.

Palavras Chaves: Hidrocarbonetos; Degradacdo microbiana; Acinetobacter

seifertii; Achromobacter xylosoxidans; Pseudomonas.



Abstract

Hydrocarbon pollution is recognized as one of the major environmental problems
of recent decades, resulting from oil and petroleum derivative spills. In the Amazon
region, the risk is exacerbated by the high consumption of diesel oil used in vessels, which
increases the contamination of aquatic and terrestrial ecosystems. In this context,
bioremediation emerges as a promising alternative for mitigating these impacts. Previous
studies conducted with bacterial consortia isolated near the Ceasa port (Manaus-AM)
demonstrated the efficiency of consortium A3 in hydrocarbon degradation, achieving
rates above 70% in just seven days. This research focused on the identification and
functional characterization of three bacterial strains isolated from contaminated
environments: Acinetobacter seifertii (313), Achromobacter xylosoxidans (314), and
Pseudomonas sp. (316). For strain 316, belonging to the Pseudomonas genus,
phylogenomic analysis indicated low ANI identity and dDDH values below 70%
compared to the closest type species, suggesting it may represent a potential new
Pseudomonas species. Through genome assembly and annotation, genes associated with
the degradation of aliphatic and aromatic hydrocarbons were identified, particularly
monooxygenases such as alkB, ladA, almA, and CYP450. These enzymes participate in
the initial stages of hydrocarbon oxidation, facilitating their entry into B-oxidation
pathways and subsequent mineralization. The strains were experimentally evaluated for
their hydrocarbon-degrading abilities using two complementary methods: the
colorimetric assay with  2,6-dichlorophenol-indophenol (DCPIP), and gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS), which quantifies the specific degradation
of n-alkanes present in diesel. The results showed that Acinetobacter seifertii (313)
exhibited superior performance in both tests, degrading between 76% and 92% of alkanes
(C11-C26), outperforming the bacterial consortium A3 and the pure cultures 314 and
316. Strain 314 achieved more modest degradation rates, ranging from 10% to 52%, while

strain 316 displayed intermediate performance, varying between 12% and 53%.

Keywords:  Hydrocarbons;  Microbial degradation;  Acinetobacter  seifertii,

Achromobacter xylosoxidans; Pseudomonas.



LISTA DE SIGLAS

BGCS — agrupamentos de genes biossintéticos

AVERAGE NUCLEOTIDE IDENTITY — ANI

BACTERIAL AND VIRAL BIOINFORMATICS RESOURCE CENTER — BV-BRC
BTEX — Benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno
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NGS — Next-Generation Sequencing
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USEPA 2020 — Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos
TPH -hidrocarbonetos de petroleo
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1. INTRODUCAO

A bioeconomia ¢ uma abordagem sustentavel que visa o uso eficiente de recursos
biologicos renovaveis, promovendo a inovagdo e desenvolvimento em setores como
agricultura, satude, biotecnologia e energia. Em um cenario de crescente preocupagdao com
a degradacao ambiental, a bioeconomia emerge como uma solugdo para a substituicio de
recursos fosseis e o desenvolvimento de novos processos e produtos sustentaveis. Através
do uso de matérias-primas renovaveis e biotecnologias, a bioeconomia tem o potencial de
promover um crescimento econdémico mais sustentavel, reduzindo a dependéncia de
combustiveis fosseis e diminuindo o impacto ambiental por esses gerados (Salvador et
al., 2022). Ampliando essa perspectiva, destaca-se a bioeconomia microbiana, um campo
que explora o potencial dos microrganismos na produ¢ao de bens e servigos voltados a
sustentabilidade, na qual se destaca a utilizagdo dos microrganismos para limpar
ambientes contaminados por poluentes (biorremediagdo). A biorremediagdo
complementa a bioeconomia circular ao contribuir para a restauracdo de ambientes
degradados, permitindo que esses espacos possam ser reutilizados de forma produtiva,
como em atividades agricolas, de reflorestamento ou em processos industriais
sustentaveis. Com isso a biorremediagdo refor¢a os principios da bioeconomia circular,
que se baseia no reaproveitamento de recursos € na minimizagao dos impactos ambientais.
(Maglione et al., 2024; Akinsemolu et al., 2023).

Dando suporte a essas aplicagdes, avangos nas ciéncias dmicas e nas ferramentas
de engenharia genética t€ém permitido a sele¢do e o aprimoramento de linhagens
microbianas com propriedades especificas. Técnicas como o sequenciamento gendmico
e a edigdo de genes tém sido empregadas para aumentar a eficiéncia na degradacdo de
poluentes ou na producdo de compostos industriais. Essas inovagdes tecnoldgicas nao
apenas otimizam o desempenho dos microrganismos, como também expandem o escopo
de atuagao da bioeconomia, oferecendo solugdes cada vez mais eficazes para os desafios
ambientais contemporaneos (Onyeaka et al., 2022). Entre esses desafios, a contaminagao
ambiental por 6leo diesel se destaca como um dos problemas mais criticos, especialmente
em zonas urbanas e industriais. Esse combustivel, composto por uma mistura complexa
de hidrocarbonetos, apresenta alta resisténcia a degradacdo natural, dificultando sua
remocao do solo e da d4gua. Vazamentos acidentais de diesel podem causar danos severos
a ecossistemas aquaticos e terrestres, além de representar riscos substanciais a saude

humana (Wyszkowski et al., 2021). Essa problematica se intensifica quando se considera
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a polui¢cdo causada também por derivados do petroleo, como gasolina e querosene, que
compartilham a caracteristica de serem compostos recalcitrantes. Sua persisténcia
prolongada no ambiente compromete a biodiversidade, contamina recursos hidricos e
afeta a qualidade do solo, exigindo abordagens inovadoras e eficazes para mitigagao.
Nesse cenario, a biotecnologia surge como uma alternativa promissora, especialmente por
meio da biorremediacao (Kebede et al., 2022).

A biorremediagdo, por sua vez, utiliza organismos vivos em especial
microrganismos para degradar contaminantes ambientais. Essa estratégia se destaca por
seu baixo impacto ecoldégico em comparagdo aos métodos convencionais de
descontaminagdo, que frequentemente envolvem substidncias quimicas agressivas e
custos elevados. No caso dos hidrocarbonetos, microrganismos degradadores
metabolizam esses compostos, convertendo-os em substancias indcuas como dioxido de
carbono e agua (Patel et al., 2022). Diversas espécies bacterianas tém sido identificadas
como eficazes na degradacdo de hidrocarbonetos, gragas a presenga de enzimas que lhes
conferem essa capacidade metabdlica, por exemplo a patente US20080138883A1 (2008)
descreve um método para biorremediagdo que emprega microrganismos encapsulados em
suportes biodegradaveis, assim como a patente RU2705290C1 (2019) descreve um
consorcio microbiano eficaz na biorremediacao de solos contaminados por petrdleo, ja a
patente BR 10 2021 024758 0 (2023) descreve o uso de esferas de quitosana contendo as
bactérias Micrococcus sp. Hex 06 e Gordonia sp. Hex 05, que atuam na biorremediagao
de solos contaminados com hidrocarbonetos. A eficiéncia desses microrganismos, no
entanto, ¢ influenciada por fatores como pH, temperatura, concentracdo de oxigénio e
disponibilidade de nutrientes, que afetam diretamente a taxa de degradac¢do (Imam et al.,
2021). Nesse contexto, a identificacdo molecular de microrganismos degradadores de
diesel torna-se uma etapa estratégica para otimizar os processos de biorremediagdo,
técnicas como sequenciamento de DNA tém sido amplamente empregadas para
identificar genes associados a degradagdo de hidrocarbonetos. Além disso, a anotagao
funcional de genomas microbianos tem revelado importantes vias metabdlicas e enzimas
envolvidas nesse processo, como monooxigenases e dioxigenases (Stancu 2023). Dentre
os alvos moleculares mais estudados nesse campo estdo os genes CYP 450, alkB, ladA e
almA que codificam as enzimas essenciais na oxidagao inicial de alcanos, etapa chave na
degradacao de hidrocarbonetos, como os presentes no 6leo diesel. A compreensdo dos

mecanismos de degradacao desses genes tem sido crucial para aprimorar estratégias
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biotecnoldgicas aplicadas a remediagdo ambiental, permitindo a selecdo de linhagens com
maior desempenho de degradagdo (Guo et al., 2023).

Diante da crescente demanda por solugdes biotecnoldgicas eficientes na
remediagdo de ambientes contaminados por hidrocarbonetos, este trabalho investiga o
potencial de degradacdo de um consoércio bacteriano denominado (A3) e de suas cepas
constituintes isoladas, linhagem 313, linhagem 314 e linhagem 316. As principais
perguntas que nortearam este estudo envolvem: (1) qual a eficiéncia individual e coletiva
dessas cepas na degradacdo de diferentes fragdes de hidrocarbonetos, como gasolina,
diesel comercial, diesel puro e petroleo cru; (2) como o comprimento da cadeia dos n-
alcanos influencia a taxa de degradacao; e (3) de que forma os genes relacionados a
oxidagdo de alcanos contribuem para o desempenho metabolico observado. Para
responder a essas questoes, foi empregada a técnica de redugdo do indicador redox DCPIP
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, permitindo o monitoramento
da atividade de degradagdo. Os resultados obtidos foram analisados com base em
parametros de absorbancia, complementados por inferéncias gendmicas € comparacao
com dados da literatura. Esta abordagem integrativa possibilitou avaliar ndo apenas a
eficiéncia das cepas frente a diferentes substratos, mas também as possiveis interagdes
sinérgicas e limitagdes metabolicas que influenciam o desempenho do consoércio

microbiano, com implicag¢des diretas para estratégias aplicadas de biorremediagao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Bioeconomia

A Amazonia tem sido objeto de atencdo em todo o mundo por sua rica natureza,
com cerca de 15% de toda a biodiversidade, como 20% da dgua doce existente e milhares
de espécies, assim como pela ameaca a toda essa riqueza que se tornou destaque na
imprensa global, devido a causas complexas, acompanhadas pelo cenario de baixo
desenvolvimento socioeconomico (Reis, 2022).

Nesse cenario de vulnerabilidade ecologica e social, a destrui¢do continua da
floresta amazodnica, o maior ecossistema de floresta tropical remanescente, traz
consequéncias sociais € ambientais impactantes, ndo apenas para as populagdes locais,
mas também para o clima, a seguran¢a alimentar global e a biodiversidade. Com cerca de
20% da floresta ja perdida e a regido amazdnica se aproximando de um possivel ponto
critico, proximo ao chamado ponto de nao retorno, em que o ecossistema pode sofrer
colapsos irreversiveis, torna-se evidente a urgéncia de agdes voltadas a sua conservagao
(Rosenfeld, 2024). A grandiosidade da biodiversidade local ¢ tamanha que, por exemplo,
estudos mostram que em uma unica arvore amazdnica podem ser encontradas mais
espécies de formigas do que em todo o Reino Unido (Vaugahn, 2015). Diante disso, cresce
0 interesse por estratégias que conciliem preservagdo e geragao de renda, como o uso
sustentavel de produtos florestais associado a ascensdo do conceito de bioeconomia. A
compreensdo contemporanea da bioeconomia, no entanto, tem raizes em debates
iniciados ainda na década de 1970, quando Georgescu-Roegen (1971) questionou os
paradigmas da economia neoclassica ao propor uma visao biofisica da economia, em que
natureza e tecnologia seriam pilares para a redu¢do da dependéncia de recursos nao
renovaveis (Vivien et al., 2019).

A partir da década de 1990, esse debate ganhou um carater mais técnico,
impulsionado pelo desenvolvimento de biotecnologias, como a engenharia genética
(Broring et al., 2020), e pela busca por substitutos biologicos renovaveis (Bugge et al.,
2016). A consolidagdo da bioeconomia como eixo estratégico ocorreu especialmente a
partir de sua incorporagdo em politicas de desenvolvimento econdmico na Europa, com
propostas de substituigdo dos combustiveis fosseis por insumos biologicos,
impulsionando empregos, tecnologias verdes e novos mercados (Costa et al., 2022). Com
base nesse historico e diante da criticidade da situagdo amazonica, fica evidente que a

conservacdo da floresta estd diretamente ligada & mitigacdo de duas grandes crises
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contemporaneas: as mudancas climdticas e a perda acelerada da biodiversidade. O atual
modelo econdmico, centrado na exploragdo predatoria dos recursos naturais, carece de
ajustes estruturais profundos. Por isso, torna-se urgente a criagdo de mecanismos de
incentivo que favorecam o pleno desenvolvimento da bioeconomia na regido, a aplicagdo
de tecnologias sustentaveis voltadas a valorizagdo de produtos da sociobiodiversidade,
configurando-se como uma op¢ao de grande potencial.

A Amazonia, com sua abundancia e diversidade, oferece uma ampla gama de
matérias-primas com elevado potencial bioecondmico, capazes de gerar renda e promover
o desenvolvimento regional de forma responsavel. Nesse sentido, diversas espécies
vegetais, frutiferas e microrganismos amazdnicos tém sido identificados como fontes de
compostos bioativos de alto valor agregado. Estudos cientificos tém demonstrado que
muitas dessas espécies produzem metabdlitos secundarios com propriedades anti-
inflamatorias, anticancerigenas, antidiabéticas, antimicrobianas, antiglicantes e
alelopaticas, além disso, apresentam concentragdes expressivas de antioxidantes,
vitaminas, fibras e outros compostos funcionais que podem ser aplicados em diversos
segmentos industriais (Curimbaba et al., 2020; Peixoto Araujo et al., 2021). Esses
recursos naturais podem ser aproveitados por meio de tecnologias limpas e
ecologicamente corretas, contribuindo para a construcdo de cadeias produtivas
sustentaveis (Barbosa e Carvalho Junior, 2022; Bergamo et al., 2022; Freitas et al., 2021;
Valli et al., 2018).

2.2 Bioeconomia microbiana

A utilizacdo de microrganismos na producdo de bens e servigos remonta a
civilizacdes antigas, como no caso dos egipcios que empregavam o fermento na
panificagao de paes (Lonestar College, 2002). Com o avang¢o do conhecimento cientifico,
essa pratica ancestral evoluiu para uma area estratégica da biotecnologia: a bioeconomia
microbiana. Nas tltimas décadas, os esforgos tém se concentrado no desenvolvimento de
microrganismos aprimorados e na otimizagao de processos industriais. Ferramentas como
a engenharia metabdlica e a engenharia genética permitiram a utilizagdo de
microrganismos com capacidades inovadoras, incluindo a producao de biocombustiveis
a partir de matéria-prima ndo comestivel (Hanif, 2022). Paralelamente, tecnologias
avancadas de fermentacao vém viabilizando a fabricacdao de produtos de alto valor, como
plasticos biodegradéaveis e compostos quimicos especializados (Nduko e Tagushi, 2021),

além de promoverem alternativas mais sustentaveis a processos intensivos como o refino
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de petréleo (Portugués et al., 2020). Nesse panorama, destaca-se o papel estratégico da
bioeconomia microbiana, cuja atuagdo vai além da produgdo de bens, ampliando-se para
areas diretamente ligadas a sustentabilidade ambiental. Um dos focos emergentes dessa
vertente ¢ a valorizagdo de residuos e a recuperagdo de ambientes contaminados por meio
da aplicagdo de microrganismos em processos como a biocatalise, biotransformagdes e a
biorremediagdo. Essas abordagens utilizam residuos organicos e biomassa como
substrato, permitindo tanto a descontaminacao de solos e corpos hidricos afetados por
poluentes, quanto a conversdo desses residuos em insumos valiosos, como biogas,
fertilizantes e compostos bioquimicos de interesse industrial (Joshi et al., 2021; Nattassha
et al., 2020).

Tais processos reforcam o protagonismo dos microrganismos em tecnologias
limpas, com impactos positivos para a transicdo rumo a uma economia circular e de baixo
carbono. A biocatélise, por exemplo, destaca-se por sua alta seletividade em reacdes
quimicas, enquanto as biotransformagdes ja sao amplamente empregadas em setores
como o farmacéutico, de alimentos e de insumos animais (Singh et al., 2017; Bell et al.,
2022). Nisso, a propria biorremediagdo integra essas abordagens ao empregar
mecanismos de biocatalise e biotransformagdo para degradar, converter compostos
contaminantes, refor¢ando seu potencial como uma ferramenta central para solugdes
ambientais sustentaveis.

Nesse contexto, compreender as estratégias de aplicacdo da biorremediacao torna-
se essencial para otimizar seu desempenho em diferentes cenarios de contaminagdo. A
técnica pode ser implementada de forma in sifu, quando o tratamento ocorre diretamente
no local afetado, ou ex situ, quando o material contaminado ¢ removido para tratamento
em ambiente controlado. Cada abordagem apresenta vantagens e limitagdes: enquanto a
biorremediacgdo in situ € menos invasiva e geralmente mais econdémica, a ex situ permite
maior controle sobre os parametros fisico-quimicos do processo. Ambas as estratégias,
quando bem conduzidas, contribuem significativamente para a recuperagdao ambiental, ao
mesmo tempo em que reduzem a necessidade de métodos mais agressivos € de maior
impacto ecologico (Pérez-Vazquez et al., 2024).

De acordo com a Comissdo Europeia (2022), o mercado microbiano global
movimentava cerca de 250 bilhdes de euros e ja caminha para atingir os 700 bilhdes
previstos até 2030. No setor de biorremediacao, observa-se um crescimento expressivo:
de USD (United States dolar) 14,95 bilhdes em 2022, o mercado projeta ultrapassar USD
38,57 bilhdes até 2032, mantendo uma taxa anual composta (CAGR) superior a 9,9%
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(Figura 1 — A). Além disso, outros relatorios ja indicavam que esse mercado poderia
alcancar USD 16,34 bilhdes ainda em 2024 (Figura 1 — B), previsao que se confirmou
com o impulso gerado pela crescente demanda por solugdes sustentaveis e pelos avangos
em tecnologias bioldgicas.

Além da valorizacdo de residuos e da mitigagdo de impactos ambientais, esses
processos oferecem vantagens econdmicas, como a reducao de custos operacionais ¢ a
criacdo de novos nichos de mercado. Essa dinamica ¢ fortemente estimulada por politicas
publicas voltadas a economia verde, mudangas nas preferéncias dos consumidores e
regulamentagdes ambientais mais rigorosas, consolidando a biorremediagdo e demais
estratégias microbianas como alternativas viaveis, eficientes e sustentaveis frente aos

desafios ambientais contemporaneos.

Figura 1: Proje¢des do mercado global de biorremediagao.

$ 38.57

[ 2023 J§ 2024 W 2025 W 2026 J§ 2027 QM 2028 QN 2020 J§ 2030 N 2031 W 2032 |

Bioremediation Market B
Size, by Type, 2020 - 20320 (USD BIillion)

10.5%

Global Market CAGR,
2025 - 2030

$16.3B

2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029 2030

@ In Situ Bioremediation Ex Situ Bioremediation
Fonte: NOVA ONE ADVISOR, 2024 ¢ GRAND VIEW RESEARCH, 2024.
Nota: (A) Projegdo do mercado global de biorremediagdo, com crescimento estimado de USD 14,95 bilhdes
em 2022 para USD 38,57 bilhoes até 2032, com taxa anual composta (CAGR) superior a 9,9%. (B)
Estimativa de crescimento validada para o ano de 2024, atingindo USD 16,34 bilhdes, impulsionada pela
demanda por tecnologias sustentaveis e avancos em biotecnologia.
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2.3 Avancos e inovacoes recentes na bioeconomia microbiana

Os avangos recentes na biotecnologia levaram a um progresso, particularmente no
desenvolvimento e aplicagdo de microrganismos para a produ¢do de bens e servicos.
Esses avancos ndo apenas ampliaram as possibilidades técnicas da biotecnologia
microbiana, como também viabilizaram o desenvolvimento de processos € produtos mais
sustentaveis, a exemplo da producdo de biocombustiveis a partir de residuos e da
aplica¢do de microrganismos para a biorremediagdo de ambientes contaminados (Santos-
Beneit, 2024).

Paralelamente ao avango técnico cientifico, observa-se transformacgdes
significativas na esfera econdomica, com destaque para a consolidacao de novos modelos
de negodcios baseados na bioeconomia microbiana. A emergéncia de start-ups de
biotecnologia, aliada a maior disponibilidade de capital de risco em determinados paises,
tem impulsionado a comercializacdo de produtos e servigos microbianos em escala
global. Entre as principais estratégias comerciais adotadas estdo o reaproveitamento de
biomassas agroindustriais, a oferta de consultorias especializadas e a prestacdo de
treinamentos técnicos (Donner et al., 2023). Esse movimento evidencia a crescente
maturidade do setor, que hoje abrange aplicagdes comerciais e industriais diversas,
incluindo produgdo de insumos de base bioldgica, alimentos e ragdes, recuperagao de
energia, biorremediacao, gestdo de residuos, reciclagem em cascata e cadeias produtivas
multiproposito. Entre essas aplicacdes, destaca-se o papel dos microrganismos na
biorremediagdo, por exemplo, o uso da compostagem microbiana, que transforma
residuos orgédnicos em compostos que enriquecem o solo, melhorando propriedades
fisicas como aeragdo, infiltragdo de agua, retengdo hidrica e estrutura. Essa abordagem
sustentavel ndo apenas valoriza os residuos, como também reduz o volume destinado a
aterros sanitarios, onde normalmente ocorreriam processos de decomposi¢do (Saradha et
al., 2020). A seguir, apresentam-se os principais avangos na area da Biorremediagdo e

como o uso de microrganismos tém contribuido nessa esfera.

2.4 Biorremediacio

Os processos de biorremediagdo convertem substancias perigosas, como metais
pesados, hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos e outros compostos téxicos em
compostos ndo toxicos ou menos toxicos. Comparados com outras tecnologias de
remediacdo, os processos de biorremediagdo oferecem muitas vantagens: 1° - A

biorremediagdo remove elementos perigosos de meios poluidos em vez de simplesmente
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transferi-los; 2° - E notavelmente menos prejudicial ao meio ambiente do que os varios
métodos fisicos e quimicos e 3° - por meio de processos de biorremediagdo, o tratamento
de locais de residuos perigosos pode ser expressivamente menos dispendioso do que

quaisquer métodos convencionais (Alori et al., 2022). (Figura 2)

Figura 2: Os principais custos de tecnologias de remedia¢do de solos referente aos
hidrocarbonetos de petroleo. Na imagem sdo listadas diferentes tecnologias como

incineragao, biorremediacao, extra¢ao de solventes, solidificacao, dentre outros.
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Fonte: Adaptado Stamets, 2012
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A biorremediacdo tem se destacado como uma das estratégias mais eficientes e
economicamente vidveis para o tratamento de areas contaminadas, especialmente quando
comparada a métodos fisicos e quimicos convencionais. Técnicas como a incineracdo de
solos, escavacao e confinamento de residuos, ou a aplica¢do de reagentes quimicos para
neutralizacdo de contaminantes, geralmente envolvem altos custos operacionais,
logisticos e energéticos, além de gerarem residuos secundarios que exigem descarte
adequado. Em contrapartida, a biorremediacdo, particularmente na modalidade in situ,
utiliza os proprios microrganismos presentes no ambiente para degradar poluentes de
forma natural, o que reduz significativamente os gastos com transporte, energia e
infraestrutura. Além disso, essa abordagem pode ser conduzida com minima intervengao
mecanica, evitando a remog¢ao de solo e diminuindo o impacto ambiental do processo.
Mesmo em sua forma ex situ, onde ha necessidade de remogdo e tratamento em
biorreatores ou leitos preparados, a biorremediacdo ainda apresenta custos inferiores em
relacdo a tecnologias mais agressivas, sendo especialmente vantajosa em projetos de
médio e longo prazo voltados a recuperacao de areas degradadas de forma sustentavel e
com menor impacto financeiro (Kuppan et al., 2024).

Com isso, o processo de biorremediacdo envolve uma ampla gama de

microrganismos capazes de desintoxicar, reduzir, degradar, mineralizar ou transformar
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poluentes toxicos em formas menos nocivas ou ndo toxicas. Dessa forma, diversas
espécies bacterianas ja foram descritas que utilizam compostos organicos presentes nos
poluentes como fonte de nutrientes e energia para seu crescimento, o que resulta na
degradagdo dos contaminantes ou na sua conversao em substancias menos prejudiciais.
Dentre essas, destacam-se varias bactérias aerobicas frequentemente associadas a
degradacao de poluentes, como Acinetobacter, Bacillus, Arthrobacter, Achromobacter,
Alcaligenes, Pseudomonas, Corynebacterium, Mycobacterium, Flavobacterium,
Nitrosomonas e Xanthobacter (Mehariya et al., 2018; Patel et al., 2016). A eficiéncia
desse processo esta intimamente relacionada as caracteristicas quimicas dos poluentes
organicos, que podem incluir agroquimicos, corantes, metais pesados, plasticos, residuos
nucleares e, como abordado nesta pesquisa, os hidrocarbonetos oriundos de combustiveis

fosseis, como o Oleo diesel.
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2.5 Poluig¢ao por oleo diesel

O oleo diesel ¢ um dos combustiveis mais importantes utilizados para alimentar
motores a combustdo, contudo, também se configura como um dos principais agentes
poluentes no ambiente, impactando tanto o solo quanto os corpos d’agua, por ser uma
mistura complexa, o diesel ¢ amplamente empregado tanto na industria quanto no
cotidiano, ao lado de outros combustiveis fosseis como a gasolina, o querosene € o gas
natural (Sarikog, 2020; Van Hamme et al., 2003). Devido a essa necessidade, a polui¢ao
por diesel esta frequentemente relacionada a vazamentos em oleodutos, falhas no
transporte, problemas em tanques de armazenamento e acidentes com derramamentos. Os
impactos resultantes comprometem seriamente o equilibrio ecoldgico, representando
riscos substanciais a fauna e a flora.

Uma vez derramado, especialmente em dguas subterraneas ou ambientes marinhos,
o diesel apresenta comportamento fisico-quimico que agrava seu impacto ambiental. O
0leo insoluvel forma barreiras fisicas que impedem a penetracao de luz solar e reduzem
a oxigenacdo da agua, causando a morte de organismos aquaticos e prejudicando a
microbiota local, o que pode levar a perda de biodiversidade, colapso de cadeias
ecoldgicas e danos prejudiciais a seres humanos (Beyer et al., 2016) (Tabela 1). As
fracdes moleculares mais pesadas afundam, acumulando-se nas camadas mais profundas
da agua, o que dificulta ainda mais sua remoc¢ao (Zhao et al., 2016). Além disso, estudos
indicam que a 4gua contaminada com diesel pode se tornar ainda mais toxica do que o
proprio 6leo em seu estado original, devido as transformagdes quimicas decorrentes da
interacdo com o meio aquatico (Khalid et al., 2021; Agency For Toxic Substances And
Disease Registry, 1995)

Essa elevagdo da toxicidade estd diretamente relacionada a complexidade de sua
composi¢do quimica, formada majoritariamente por cerca de 64% de hidrocarbonetos
alifaticos, especialmente n-alcanos e cicloalcanos e aproximadamente 35% de
hidrocarbonetos aromaticos, incluindo compostos monoaromaticos e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs), enquanto os 1% restantes correspondem a olefinas

(Lominchar et al., 2018).
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Tabela 1: Efeitos dos derramamentos de 6leo em diferentes organismos em diferentes locais.

Localizacao Organismo  Fonte Efeito Referéncia
Tondiarpet, Humano Benzeno, Alto risco Rajasekhar
Chennai tolueno, cancerigeno et al 2020
etilbenzeno,
xileno
naftaleno
(BTEXN)
- Hippocampu  Benzeno, Alteragdes Delunardo
s tolueno, na morfologia et al 2020
reidi (cavalo- etilbenzeno patologica e
marinho) e alteragdo
xileno do epitélio
(BTEX) branquial
Fiorde de Van- Bactérias, HPAs Mudangas na Panci¢ et al
Mijen, Suécia pequenos estrutura 2019
fitoplanctons e na biomassa
e do  principal
nanoflagelad grupo
0s funcional
heterotrofico
]
Trondheimsfjord Gadus Toxicidade Hansen et al
en, Noruega morhua L. Oleo aguda e tardia, 2019
(bacalhau do bruto nafténico  deformagdo
Atlantico) morfoldgica,

deformacao da
coluna

vertebral,
aumento  da
taxa de
mortalidade,
alteracdes no
desenvolvimen

to craniofacial
¢ da mandibula

Heishijiao, China Ulva pertusa Oleo Inibicdlo  do Liu et al
(macroalga)  combustivel crescimento 2019
oleo diesel e alteracao do
contetdo  de
acidos graxos
Obuaku, Pecuaria HPAs Alto risco Ugochukwu
Estado de Abia (gado) nao etal 2018
Nigéria cancerigeno
Skjervey, norte Mytilus Estresse Breitwieser
da Noruega edulis HPAs oxidativo e etal 2018
spp. modula¢do da
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(mexilhoes funcado

azuis) imunologica
Ring Road, Humano Benzo(a)pireno Risco para a Ugochukwu
Jos, e saude nao etal 2018
Nigéria benzo(a)antrace cancerigeno e

no cancerigeno

Paranagus, sul do  Anomalocard Oleo diesel Alteracdes na Sardisulvar
Brasil ia  flexuosa e atividade das 4anetal 2016
(Baia subtropical) (améijoa) HPAs enzimas

antioxidantes e
no nivel de
peroxidos
lipidicos

Fonte: Adaptado de Khalid, 2021.

2.6 Propriedades de hidrocarbonetos e sua degradacao

A contaminag¢do por hidrocarbonetos provenientes combustiveis fosseis se tornou
um sério problema ambiental, isso ndo s6 aumenta as preocupacdes com a saude humana,
mas também com o ecossistema. Em 2019, de acordo com as estatisticas apresentadas
pela International Tanker Owners Pollution Federation Ltd. (ITOPF), o volume total de
derramamentos persistentes € nao persistentes de hidrocarbonetos no meio ambiente
registrados foi de cerca de 1000 toneladas. As estatisticas também relatam dois
derramamentos médios e um grande derramamento variando de 7 a 700 toneladas que
ocorreu em 2019 (ITOPF, 2019).

Nesse cenario os hidrocarbonetos, que incluem trés grandes classes: os alifaticos
(como alcanos, alcenos e alcinos), os aromaticos (mono ¢ policiclicos) e os compostos
contendo heterodtomos (enxofre, nitrogénio, oxigénio). Dentre esses, os hidrocarbonetos
alifaticos, especialmente os alcanos, estdo presentes em grande proporcao no diesel
comercial, variando entre 50 a 70% da composicao total, dependendo da origem e do
refino do produto (ITRC, 2022). Os alcanos sao hidrocarbonetos saturados formados por
cadeias lineares (n-alcanos), ramificadas ou ciclicas. Os n-alcanos presentes no diesel
variam geralmente de C9 a C26. Em um cenario de derramamento, esses compostos
possuem alta hidrofobicidade, o que influencia sua distribuigdo ambiental. Alcanos de
cadeia curta (C9—C12) tendem a volatilizar mais rapidamente, enquanto os de cadeia
média e longa (C13—C26) permanecem aderidos ao sedimento, vegetagdo ou em camadas
da superficie da 4gua (ITRC, 2022). A biodisponibilidade dos n-alcanos no ambiente ¢
determinada por fatores como viscosidade do o6leo, adsorcdo a particulas solidas,
formacgdo de agregados e tensdo superficial. Esses fatores dificultam o contato com
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microrganismos degradadores, tornando necessario o uso de biossurfactantes ou agentes
emulsificantes naturais ou artificiais para aumentar sua solubilidade e absor¢do pelas
células bacterianas (Nikolova e Gutierrez, 2021).

E embora os n-alcanos sejam considerados menos toxicos do que os
hidrocarbonetos aromaticos, eles ainda representam risco ecoldgico, especialmente para
organismos aquaticos e bentonicos em fases iniciais de desenvolvimento. Sua toxicidade
esta associada principalmente a sua capacidade de perturbar membranas biologicas e
provocar efeitos narcoticos em peixes e invertebrados, principalmente os alcanos de
cadeia média (C12—C16) (Kuppusamy et al., 2020). Além disso, alcanos longos (C20—
C26) tendem a apresentar maior recalcitrancia, ou seja, resisténcia a degradagdo
biologica, devido a sua baixa solubilidade em agua, alto peso molecular e dificuldade de
transporte através da membrana celular bacteriana.

Mesmo entre microrganismos especializados, a degradacdo desses compostos
ocorre de forma mais lenta e demanda maior energia enzimatica, geralmente associada a
grupos de hidroxilases como expressa pelo gene CYP 450, alkB, AImA e LadA (Varjani,
2017).

Enquanto os HPAs sdao amplamente reconhecidos por sua toxicidade,
mutagenicidade e persisténcia no ambiente, os n-alcanos tém sido historicamente
subestimados em relacao aos HPAs, a abundancia relativa de alcanos, especialmente em
fragdes do diesel, os torna um alvo prioritario, sua remocgao eficiente ¢ necessaria para
evitar acimulo em ambientes (Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo - CETESB,
2025). Estudos demonstram que a degradagdo dos n-alcanos pode inclusive facilitar o
acesso dos microrganismos a outras fragdes mais recalcitrantes, como os HPAs. Além
disso, sua presenga continua em ambientes aquaticos pode favorecer a selecao de
comunidades microbianas com perfis catabolicos especializados, o que, embora benéfico
para a biorremediagdo, pode desequilibrar ecossistemas naturais (Cruz e Marsiaoli, 2012).
Portanto, apesar de sua menor toxicidade individual, a relevancia dos n-alcanos na
contaminagdo ambiental est4 relacionada a sua ubiquidade, persisténcia relativa e impacto
indireto na ecologia microbiana e quimica do ambiente. Considera-los como alvo
prioritario em programas de biorremediacdo ¢ essencial para estratégias integradas e
eficazes de recuperagdo ambiental.

Além de sua alta abundancia no O6leo diesel, petrdleo e derivados, os
hidrocarbonetos alifaticos, particularmente os alcanos lineares (n-alcanos), constituem

uma fragdo prioritaria em estratégias de remediacdo devido a sua ampla dispersdo no
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ambiente. Estudos conduzidos na Ilha de Khark, Ird, demonstraram que 26 tipos de
hidrocarbonetos alifaticos estavam associados a fontes de poluicdo mistas, com destaque
para efluentes industriais, insumos petroliferos e deposi¢do atmosférica contendo metais
pesados e contaminantes organicos persistentes (Akhbarizadeh et al., 2016; Jafarabadi et
al., 2017). Tais contextos reforcam a necessidade de estratégias de remediacdo que
considerem também a complexidade das interagdes entre compostos alifaticos e
contaminantes co-ocorrentes. Particularmente, compostos como os hidrocarbonetos
alifaticos clorados, representados pelo tricloroetileno (TCE), sdo reconhecidos por sua
recalcitrancia, toxicidade elevada e propriedades carcinogénicas, o que os torna
contaminantes prioritarios em aguas subterraneas em diversas regides dos Estados Unidos
(Lietal., 2017).

Do ponto de vista da biodegradagao, os primeiros estudos em ambientes marinhos
indicaram que os n-alcanos sdo mais prontamente degradados do que os alcanos ciclicos,
cuja estrutura conformacional confere maior estabilidade quimica e toxicidade, fatores
que contribuem para sua persisténcia ambiental (Ejaekel et al., 2015). Isso refor¢a o
conceito de que, mesmo entre compostos alifaticos, existem graus distintos de
complexidade estrutural que afetam diretamente sua biodegradabilidade. Em geral,
quanto mais complexas e ramificadas forem as ligagdes moleculares de um
hidrocarboneto, menor serd sua solubilidade em adgua e maior sua recalcitrancia,
dificultando o acesso enzimatico e a agdo microbiana (Imron et al., 2020).

Portanto, considerando a ampla distribuicdo ambiental, os diferentes graus de
toxicidade e a variabilidade estrutural dos hidrocarbonetos alifaticos, os n-alcanos se
destacam nao apenas por sua relevancia quantitativa nos derramamentos de diesel e
petroleo, mas também como ponto de partida critico para processos de remediagdo. Sua
degradagdo pode permitir maior acesso as fragdes mais recalcitrantes e toxicas, como 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, evidenciando a necessidade de estratégias

integradas que combinem abordagem por classes quimicas e condi¢des ambientais locais.

2.7 Microrganismos com capacidade de degradar hidrocarbonetos

O carbono ¢ o nutriente mais importante para os microrganismos, os quais tém
sido amplamente estudados em diferentes ambientes devido ao seu potencial na
biorremediacdo de hidrocarbonetos. Entre os géneros com aplicagdes promissoras nesse
processo, destacam-se Acinetobacter, Achromobacter, Alcaligenes, Xanthobacter,

Arthrobacter, Pseudomonas, Bacillus, Mycobacterium, Corynebacterium,
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Flavobacterium, Nitrosomonas, entre outros (Sharma et al., 2021; Giri et al., 2021). Esses
microrganismos tém demonstrado a capacidade de degradar diversos contaminantes
organicos, como pesticidas, hidrocarbonetos alcanos e compostos poliaromaticos,
utilizando-os frequentemente como fonte de carbono e energia (Tarekegn et al., 2020).

Além disso ¢ possivel melhorar a eficacia da biorremediacdo aumentando a
capacidade de biodegradagdao de microrganismos empregados usando as mais recentes
tecnologias de suporte, no qual se inclui os microrganismos geneticamente modificados
(EGM).

2.8 Consorcios Bacterianos na degradacao de diesel

Nas ultimas décadas, a utilizagdo de consorcios bacterianos nativos tem se
consolidado como uma estratégia promissora para a biodegrada¢do de misturas
complexas de hidrocarbonetos derivados do petréleo. Esses consoércios combinam
diferentes capacidades metabdlicas em uma tnica comunidade, permitindo que
compostos de dificil degradacdo sejam transformados de forma mais eficiente (Pal et al.,
2024; Xu et al., 2018). O efeito sinérgico entre as espécies envolvidas amplia o espectro
de biodegradacao, tornando os consorcios mais eficazes que muitas culturas isoladas em
ambientes contaminados. De fato, espécies bacterianas individuais raramente conseguem
degradar todos os constituintes do petrdleo e derivados, dada a complexidade e a
diversidade quimica desse combustivel (Kour et al., 2021). Nesse contexto, os consorcios
bacterianos se destacam pela complementaridade funcional, ja& que diferentes
microrganismos atuam em etapas metabolicas distintas, assegurando um processo mais

completo e sustentavel de biorremediagao.

Além da complementaridade metabolica, outro aspecto que fortalece o uso de
consorcios ¢ a diversidade funcional, como a producdo de biossurfactantes, que aumenta
a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos. Um exemplo emblematico foi descrito por
Chen et al., (2020), que construiu um consércio formado por Dietzia sp. CN-3 e
Acinetobacter sp. HC8-3S. Enquanto uma cepa atuava diretamente na degradagao dos
hidrocarbonetos, a outra produzia biossurfactantes que facilitavam o acesso aos
compostos hidrofobicos. O resultado foi uma degradacgdo significativamente maior do
total de hidrocarbonetos de petroleo (TPH) em comparagdo as culturas isoladas.

Apesar dessa vantagem, estudos recentes apontam que cepas bacterianas isoladas
ainda desempenham um papel importante em determinados cenarios, Renuka et al.,

(2025) mostraram que, embora consdrcios possuam maior abrangéncia metabdlica, cepas
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Unicas altamente eficientes podem ser empregadas com sucesso, seja em aplicagdes
diretas ou como componentes centrais no desenho de consodrcios personalizados para
misturas especificas de contaminantes. De modo semelhante, Barzegar et al. (2025)
observaram que a superioridade entre culturas mistas ou isoladas depende do contexto:
em certas condicdes ambientais, uma cepa unica pode apresentar desempenho
comparavel ou até superior ao de consorcios.

Assim, a literatura recente evidencia que consorcios bacterianos oferecem
vantagens claras em termos de eficiéncia, mas também reforca a importancia de
compreender o desempenho de cepas individuais. O caminho mais promissor para a
biorremediagdo de ecossistemas contaminados parece residir na combinacao equilibrada
dessas duas abordagens: valorizando a eficiéncia singular de determinadas bactérias e, ao

mesmo tempo, explorar a complexidade funcional dos consorcios.

2.9 Potencial do género Acinetobacter, Achromobacter e Pseudomonas na
degradacio de hidrocarbonetos de diesel.

A biorremediacao de ambientes contaminados por hidrocarbonetos do 6leo diesel,
¢ uma boa estratégia para mitigar os impactos ambientais desse poluente. Diversas
bactérias t€m sido identificadas com a capacidade de degradar esses compostos, onde
podemos estar destacando o género Acinetobacter, Achromobacter e Pseudomonas.

Acinetobacter ¢ conhecida por sua capacidade de sobrevivéncia em ambientes
adversos. Estudos tém demonstrado que o género Acinetobacter sdo capazes de degradar
hidrocarbonetos presentes no diesel, utilizando-os como unica fonte de carbono e energia.
Por exemplo, Acinetobacter baumannii mostrou uma taxa de degradagdo de
aproximadamente 61% de diesel apo6s 21 dias de incubacdo, indicando seu potencial em
processos de biorremediacao (Jerin et al., 2021). Ja o género Achromobacter, apresenta
capacidade metabdlica versatil permitindo a degradagdo de diversos compostos
organicos, incluindo hidrocarbonetos. Pesquisas identificaram linhagens com eficiéncia
significativa na degradagao de diesel, alcangando taxas de remogao de até 96,6% em 10
dias de incubagao (Deng et al., 2014). Além disso, sua habilidade em formar biofilmes e
produzir biossurfactantes contribui para a emulsificacdo e subsequente degradagao dos
hidrocarbonetos. O género Pseudomonas engloba diversas espécies reconhecidas por sua
capacidade de degradar uma ampla gama de hidrocarbonetos, Pseudomonas aeruginosa,
por exemplo, demonstrou eficiéncia na degradagdo de diesel, removendo até 79,3% do

contaminante apds 7 dias de incubagao (Liu et al., 2022). Além disso, linhagens como
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Pseudomonas aeruginosa DTF1 foram capazes de degradar alcanos de cadeia longa
(C20-C26) presentes no diesel, aumentando a eficiéncia de remogao do contaminante em
solos contaminados (Yang et al., 2023).

A utilizacdo de bactérias do género Acinetobacter, Achromobacter e
Pseudomonas em processos de biorremediacdo pode ser uma abordagem eficaz para a
degradacao de hidrocarbonetos presentes no petroleo e derivados como o 6leo diesel. Suas
capacidades metabolicas, aliadas a produgao de biossurfactantes e formacao de biofilmes,
destacam essas bactérias com grande potencial para aplicagdo em processos de
biorremediacdo de ambientes contaminados por petrdleo e derivados. A selecdo e
aplicacdo adequadas dessas linhagens podem contribuir para a recuperagao de

ecossistemas afetados por hidrocarbonetos.

2.10 Estratégias genomicas aplicadas a identificacio e analise de microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos.

O avango das tecnologias de sequenciamento de nova geracao Next-Generation
Sequencing (NGS) revolucionou a microbiologia ambiental, permitindo analises
gendmicas detalhadas de microrganismos isolados de ambientes contaminados. No
contexto da biorremediacado, essas abordagens tém se mostrado essenciais para identificar
com precisdo as espécies envolvidas na degradacdo de poluentes e, sobretudo, para
elucidar os conjuntos génicos responsaveis por essas atividades metabdlicas
especializadas Satam et al., 2023. A montagem gendmica representa 0 primeiro passo
crucial na caracterizagdo molecular de microrganismos. Essa montagem consiste na
reconstrucao da sequéncia genomica completa a partir de leituras geradas por plataformas
como //lumina, assim como abordagens hibridas, que combinam alta precisao de leituras
curtas com o poder de contiguidade de leituras longas, e isso tem sido amplamente
recomendadas para microrganismos ambientais, cuja composi¢do gendmica pode incluir
plasmideos, ilhas gendmicas, elementos genéticos moveis e repetigdes (Koren et al.,
2015).

Tradicionalmente, a identificagdo bacteriana era baseada em sequéncias do gene
16S RNA ribossomico (rRNA). No entanto, esse marcador apresenta limitacdes
importantes, especialmente quando se busca discriminar espécies proximas ou avaliar
relacdes filogenéticas com resolugdo gendmica (Ramos et al., 2025). Nesse sentido,
plataformas como o Type Strain Genome Server (TYGS) oferecem ferramentas robustas

para analise filogenomica, utilizando comparagdes baseadas em genomas completos, com
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o suporte de algoritmos como o dDDH (digital DNA-DNA hybridization) e ANI (Average
Nucleotide Identity) (Meier-Kolthoft & Goker, 2019). Valores de dDDH superiores a
70% e ANI acima de 95% sdo atualmente adotados como critérios de referéncia para a
delimitagdo de espécies bacterianas (Chun et al., 2018). No presente estudo, a analise
gendmica das linhagens evidenciou relagdes proximas com linhagens-tipo especificas, o
que reforca sua correta identificacao e valida sua inclusdo em anélises funcionais voltadas
a degradacao de hidrocarbonetos.

A aplicacdo de estudos genOmicos em microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos possibilita ndo apenas sua identificagdo precisa, mas também o
rastreamento de genes adaptativos relacionados a sobrevivéncia em ambientes
contaminados. Entre esses estdo genes associados ao transporte de compostos
hidrofobicos, regulacdo do estresse oxidativo, resisténcia a metais pesados e vias
catabdlicas especificas para n-alcanos e compostos aromaticos (Rojo, 2009; van Beilen
& Funhoff, 2007). Ademais, essa abordagem permite detectar regides genOmicas
codificantes de produtos naturais com interesse biotecnoldgico, como biossurfactantes e
sideroforos, que favorecem a solubilizagdo de contaminantes e conferem vantagens
ecoldgicas na competicdo microbiana.

Diante disso, diversos géneros bacterianos tém sido isolados de solos e ambientes
aquaticos, demonstrando capacidade para degradar hidrocarbonetos. A identificacao de
linhagens indigenas com esse potencial é especialmente relevante em contextos regionais
como o da Amazonia, onde derramamentos acidentais ou decorrentes da atividade de
transporte fluvial representam fontes significativas de poluicdo em ecossistemas
aquaticos e terrestres. Nesses cenarios, o uso de isolados nativos na biorremediagao ¢
vantajoso, pois eles apresentam maior adaptacdo ao ambiente local e, consequentemente,
maior eficiéncia em processos de recuperagdao ambiental. A identificagdo dessas bactérias
comeca com o sequenciamento de seus genomas, etapa que permite a obtencdo da
sequéncia completa dos nucleotideos que compdem seu DNA. Posteriormente, € realizada
a anotacdo funcional, composta por duas etapas principais: a identificacdo de genes ¢ a

predicao de suas fungdes com base em bancos de dados gendomicos (Zhou et al., 2022).
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2.11 Anotacao funcional do genoma
2.11.1 Mineracao de genes com potencial aplicacido biotecnoldégica

Microrganismos sintetizam compostos bioativos de baixo peso molecular como
parte de seu metabolismo secundario, estes metabodlitos podem apresentar atividades
antimicrobianas, anticancerigenas, antifingicas, antivirais e outras bioatividades
relevantes para aplicacdes na medicina e agricultura. A mineragdo de genoma vem se
consolidando como uma ferramenta poderosa para explorar, acessar e¢ analisar a
biodiversidade desses compostos. A analise de antibidticos e metabdlitos especializados
utilizando a plataforma antiSMASH" (https://antismash.secondarymetabolites.org/)
auxilia pesquisadores em suas tarefas de mineragao de genoma microbiano desde 2011,
tanto como servidor web gratuito quanto como ferramenta autonoma sob licenga de
codigo aberto, sendo a ferramenta mais utilizada para detectar e caracterizar
agrupamentos de genes biossintéticos (BGCs) em arqueas, bactérias e fungos
(Mohamadkhani, 2021). Nessa abordagem, os avangos nas técnicas gendmicas revelaram
que espécies bacterianas e fungicas codificam muito mais grupos genéticos biossintéticos
BGCs do que se pensava anteriormente, com apenas cerca de 10% sendo expressos em
condi¢des de laboratorio, significando que muitos metabolitos especializados ainda
precisam ser descobertos com seus BGCs. Isolar bactérias de nichos ambientais e minerar
seus genomas para descoberta de novos BGCs ¢, portanto, uma alternativa para o
desenvolvimento de compostos bioativos, essa abordagem tem o potencial de levar a
descoberta de novos compostos com propriedades Unicas e aplicagdes em diversos
campos, como a industria farmacéutica, cosmética e de biotecnologia (Devine et al 2021).

Nessa perspectiva, a andlise retrospectiva do espago quimico de todos os produtos
naturais publicados derivados da biodiversidade microbiana e marinha do periodo de
1941 — 2015, abrange uma ampla variedade de origens biossintéticas, e demonstra que os
produtos naturais conhecidos, ocupam uma parte relativamente estreita do espago
quimico natural disponivel, indicando uma oportunidade para novas descobertas de
compostos (Pye et al., 2017 e Palazzolo 2017). Ao mesmo tempo, existem sérias
preocupagdes quanto as limitacdes das abordagens tradicionais de triagem de produtos
naturais para fornecer novos compostos, enquanto avangos no sequenciamento de DNA
nos mostraram que a maior parte do potencial biossintético codificado em genomas
microbianos nao ¢ expresso em condi¢des de laboratorio e espera para ser descoberto

(Genilloud, 2019). Para descobrir novas moléculas com potencial aplicacio
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biotecnoldgica, os microbiologistas estdo se voltando cada vez mais para o
sequenciamento de genomas de uma ampla variedade de microrganismos. No entanto,
identificar rapidamente e com confianca todos os grupos de genes potenciais para
metabdlitos especializados em dezenas de genomas recentemente sequenciados tem sido
uma tarefa dificil, devido a sua heterogeneidade bioquimica, & presenca de enzimas
desconhecidas e a natureza dispersa das ferramentas e recursos de bioinformatica

especializados necessarios.

2.11.2 Anotacao de genes especializados em degradacio de hidrocarbonetos.

A anotagdo gendmica representa uma etapa essencial apoés a montagem do
genoma, pois permite traduzir as sequéncias de DNA em informacdes biologicas
interpretaveis. No contexto da microbiologia ambiental, especialmente no estudo de cepas
bacterianas degradadoras de hidrocarbonetos, essa abordagem revela ndo apenas a
arquitetura basica do genoma, mas também os genes responsaveis por vias metabolicas
especificas envolvidas na degradacdo de hidrocarbonetos e outros contaminantes
ambientais. Ferramentas amplamente utilizadas, como RAST (Rapid Annotation using
Subsystem Technology) e o BV-BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics Resource
Center), t€m se mostrado eficientes na detec¢ao de genes bacterianos com alta acuracia
(Seemann, 2014; Tatusova et al., 2016). Essas plataformas baseiam-se em bancos de
dados funcionais e métodos de comparacdo por similaridade, possibilitando gerar
anotacdes baseadas em fun¢des conhecidas, levando a predicdo de processos bioldgicos
dos genes com base em bases de dados como KEGG e UniProt. Particularmente em
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos, a identificagdo de genes relacionados
a degradacdo de compostos como n-alcanos, benzeno, tolueno, fenol e HPAs tem
despertado crescente interesse na biotecnologia ambiental. Esses genes sdo alvos de
atencao tanto pelo seu valor ecoldgico quanto pelas aplicagdes praticas em estratégias de
bioremediagao (Ehis et al 2020).

A andlise funcional de genomas bacterianos ¢ uma tarefa complexa, que exige a
integragdo de multiplas ferramentas bioinformaticas e a curadoria manual de resultados,
garantindo a confiabilidade da funcdo atribuida a cada gene (Li et al., 2013). Essa
complexidade ¢ especialmente acentuada quando se busca genes especializados na
biodegradacdo de hidrocarbonetos, os quais podem ser explorados para o
desenvolvimento de biocatalisadores, biossensores ou microrganismos geneticamente

modificados. A anotagdo de tais genes permite nao apenas o entendimento da biologia

32



das cepas envolvidas, mas também embasa o desenvolvimento de estratégias de
biorremediagdo mais eficazes e direcionadas, além de servir como base para a engenharia
genética de cepas bacterianas com maior desempenho catabolico (Coa et al., 2009;
Peixoto et al., 2011). Adicionalmente, em ambientes contaminados simultaneamente por
hidrocarbonetos e metais pesados, como areas de mineracdo de ouro ou zonas costeiras
afetadas por vazamentos de oleo, a presenca de genes de resisténcia metalica torna-se
crucial para a sobrevivéncia e funcionalidade das comunidades microbianas. Evidéncias
apontam que a co-ocorréncia de hidrocarbonetos e metais pesados atua como forca
seletiva, favorecendo o enriquecimento de determinantes genéticos de resisténcia ndo
apenas a metais, mas também a antibioticos (Long et al 2021). A anotagdo desses genes,
fornece dados valiosos sobre a adaptabilidade microbiana e seu potencial em ambientes
co-contaminados, onde mesmo niveis residuais de metais podem impactar

significativamente a dindmica ecoldgica e a efetividade da remediacao (Nies, 2003).

2.12 Estudo da atividade metabdlica de cepas degradadoras de hidrocarbonetos

O ensaio com 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) ¢ baseado na capacidade do
microrganismo de oxidar hidrocarbonetos e transferir elétrons ao corante, promovendo a
mudanga de coloragdo de azul (forma oxidada) para incolor (reduzida). Essa mudanca
serve como indicador visual da atividade metabolica aerdbica e tem sido amplamente
utilizada para triagem funcional de microrganismos degradadores. Estudos demonstraram
que cepas do género Bacillus isoladas de aquiferos contaminados com diesel foram
capazes de reduzir DCPIP com alta eficiéncia, especialmente quando cultivadas com
hexadecano ¢ outros n-alcanos (Lima et al 2020). De forma semelhante, Kubota et al.
(2008) utilizaram o ensaio DCPIP para avaliar a atividade oxidativa de linhagens dos
géneros Acinetobacter, Rhodococcus € Gordonia, demonstrando que a descolora¢ao do
corante correspondia diretamente a capacidade das cepas em metabolizar diferentes
fracdes de hidrocarbonetos, reforcando a aplicabilidade do método como ferramenta
rapida e sensivel na selecdo de bactérias com potencial aplicacdo em processo de
biorremediacao.

Complementarmente, a técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) oferece um método quantitativo e altamente
resolutivo para mensurar a degradagdo de hidrocarbonetos especificos. No estudo de
Lima et al. (2020), a cepa Bacillus sp. L30 demonstrou capacidade de degradar n-alcanos

de C10 a C27 presentes no diesel, com redugdo expressiva das areas de pico
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cromatografico apds sete dias de cultivo. Essa andlise permite ndo apenas confirmar a
degradacao, mas também revelar padroes de seletividade por tamanho de cadeia, como
maior afinidade por alcanos de cadeia longa. Estudos como o de Mohanty e Mukherji
(2008) reforcam essa abordagem ao demonstrar que culturas bacterianas de
Exiguobacterium aurantiacum e Burkholderia cepacia foram capazes de degradar
eficientemente alcanos na faixa de C9 a C26, e também houve uma forte correlagao entre
a abundancia inicial dos alcanos e a taxa de biodegradacdo, destacando a sensibilidade da
técnica na detec¢do de mudancas na distribui¢do dos n-alcanos ao longo do tempo. A GC-
MS, portanto, ndo apenas quantifica a degradacdo, mas permite observar alteragdes no
perfil composicional do diesel, como a assimetria na distribui¢do de n-alcanos residuais
e a resisténcia relativa de compostos de cadeia muito longa (como C20-C25). Assim, a
integracao entre GC-MS e ensaios funcionais como DCPIP constitui uma abordagem
robusta para a avaliacdo da eficiéncia biodegradacdo de cepas bacterianas aplicadas a

biorremediacao.
2.13 Especificidade metabolica de degradacao microbiana

A capacidade dos microrganismos em degradar hidrocarbonetos esta intimamente
relacionada a sua especificidade metabolica, a qual determina os tipos de compostos que
podem ser utilizados como fontes de carbono e energia. Essa especificidade depende de
diversos fatores, incluindo a estrutura quimica dos hidrocarbonetos, a presenca e
regulacdao de vias metabdlicas especializadas, bem como das condigdes ambientais em
que os microrganismos estao inseridos. De modo geral, n-alcanos de cadeia linear tendem
a ser mais facilmente biodegradados do que hidrocarbonetos ramificados, ciclicos ou
aromaticos policiclicos (HPAs), devido a menor complexidade estrutural e maior
acessibilidade enzimatica desses compostos lineares (Varjani, 2017).

Diversas espécies bacterianas demonstram notavel adaptacdo a degradacao de
classes especificas de hidrocarbonetos, mediada por conjuntos enzimaticos
especializados. Por exemplo, Alcanivorax borkumensis é reconhecida por sua eficiéncia
na degradacdo de n-alcanos presentes no petroleo, utilizando enzimas como as alcano
hidroxilases, que iniciam o processo oxidativo (Schneiker et al., 2006). Em contraste,
Novosphingobium pentaromativorans apresenta competéncia para degradar HPAs de alto
peso molecular, devido a presenca de genes que codificam enzimas como as dioxigenases,

capazes de abrir os anéis aromaticos e viabilizar sua metaboliza¢do (Romine et al., 1999).
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Essas especificidades ilustram como as rotas metabolicas microbianas sdo moldadas pela
natureza dos compostos disponiveis no ambiente.

Em nivel molecular, a estrutura das enzimas também exerce influéncia direta
sobre a seletividade da degradacdo. Estudos mostram que pequenas variagdes na
composicdo de aminodcidos das enzimas, especialmente nos canais de entrada do
substrato, podem alterar significativamente a preferéncia por diferentes comprimentos de
cadeia de alcanos. Residuos com cadeias laterais maiores tendem a favorecer a oxidagao
de alcanos de cadeia curta, enquanto residuos menores ampliam a compatibilidade com
alcanos de cadeia longa, como os C12 ou superiores (Groves et al., 2023). Além disso,
muitas bactérias possuem multiplas variantes de monooxigenases com distintas
preferéncias cataliticas, permitindo que um mesmo organismo atue sobre uma faixa
diversa de substratos (Gunasekera et al., 2025). Essa flexibilidade ¢ ampliada pela
existéncia de variantes enzimaticas com eficiéncia méaxima para comprimentos
especificos de cadeia de carbono, embora também apresentem alguma atividade sobre
compostos vizinhos (Naing et al., 2013).

Outro aspecto essencial na modulacdo da especificidade metabolica ¢é a regulagao
da expressdo génica. A simples presenca de genes catabdlicos ndo garante sua atividade
funcional, pois muitos desses genes sdo expressos apenas sob estimulos ambientais
especificos, como a presenca de hidrocarbonetos ou a limitagcdo de outras fontes de
carbono. Mecanismos regulatorios sofisticados, como os sistemas tipo LuxR, atuam como
sensores e ativadores transcricionais, promovendo a expressdo génica apenas em
contextos ecoldgicos favoraveis (Yu et al., 2020). Essa regulagdo confere uma vantagem
adaptativa importante, evitando o gasto energético desnecessario com a producdo de
enzimas em ambientes desfavoraveis.

Paralelamente, a eficicia da degradagdo microbiana estd condicionada a
biodisponibilidade dos hidrocarbonetos no ambiente. Compostos hidrofobicos tendem a
se adsorver a particulas solidas ou formar agregados que reduzem sua acessibilidade as
células microbianas. Para contornar essa limitagdo, algumas bactérias produzem
biossurfactantes, como rhamnolipidios e surfactinas, que aumentam a solubilidade dos
hidrocarbonetos e facilitam sua captacdo e metabolizacdo (Elayaperumal et al., 2025).
Dessa forma, a producdo de biossurfactantes se torna um mecanismo adicional de
adaptacao, integrando-se a especificidade metabolica.

Além disso, a presenga de condi¢cdes ambientais desafiadoras, como pH extremos,

limitacdo de oxigénio ou escassez de nutrientes, pode induzir a ativagdo de vias
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metabolicas especificas, ajustadas a degradagdo de compostos mais complexos. Em certos
casos, a degradacao ocorre via co-metabolismo, em que o microrganismo transforma um
composto de forma incidental, enquanto utiliza outro como principal fonte de energia.
Esse processo ¢ especialmente comum na transformacdo de hidrocarbonetos
recalcitrantes e ressalta a importancia de consorcios microbianos, nos quais diferentes
espécies contribuem com etapas complementares da degradagao (Nzila, 2013).

Logo, a especificidade metabdlica de degradagdao microbiana ndo ¢ um atributo
fixo ou universal, mas sim um resultado dindmico da interagdo entre genética, estrutura
enzimdtica, regulacdo celular e condi¢cdes ambientais. Essa seletividade adaptativa
determina quais microrganismos podem prosperar em ambientes contaminados por
hidrocarbonetos ¢ molda a eficiéncia de estratégias de biorremediacao baseadas em

comunidades microbianas especializadas.

2.14 Estudos dos genes de degradacio de alcanos

Os microrganismos empregam rotas metabdlicas especificas para ativagdo e
conversao dos alcanos em compostos mais oxidados, iniciando a degradacao aerdbica. As
enzimas monooxigenases desempenham papel central nesse processo ao catalisar a
introdu¢do de um atomo de oxigénio na molécula de alcano, formando alcoois primarios.
Esse passo inicial é essencial para que outros sistemas enzimaticos como alcool
desidrogenases, aldeido desidrogenases e enzimas da B-oxidagdo completem a conversao
do hidrocarboneto em intermediarios do ciclo do acido citrico (Rabus e Widdel, 2001;
Rojo, 2009). Dentre as monooxigenases, destacam-se varias classes especializadas como
AlkB (monooxigenase de alcano dependente de ferro), LadA (monooxigenase de ligagdo
a flavina), AImA (monooxigenase de ligacdo a FAD) e o sistema citocromo CYP P450
(Yang et al 2019).

A via de degradacdo de alcanos mais estudada ¢ a descrita no plasmideo OCT de
Pseudomonas putida GPol (Figura 3), onde o gene alkB codifica uma monooxigenase de
membrana integral com centro catalitico diferro. A ativacdo do substrato depende de
elétrons transferidos por duas proteinas soluveis: a rubredoxina (4/kG) e a rubredoxina
redutase (4/kT), sendo esta ultima dependente de FAD e NADH (Van Beilen et al., 1992;
Shanklin et al., 1994). A reagdo ¢ altamente estercoespecifica e regides especificas da
molécula de alcano sdo oxidadas com eficiéncia, destacando o papel central do sistema

AlkB na catalise seletiva (Shanklin et al., 1997; Bertrand et al., 2005).
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Figura 3: Via de degradagdo de n-alcanos de cadeia média, mostrando a localizacdo e
fungdes das enzimas envolvidas no sistema alcano hidroxilase em P. putida Gpol.
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Fonte: Adaptado de VAN HAMME et al. 2003.

Os sistemas enzimaticos LadA, AlmA e CYP450 também desempenham papéis
centrais na oxidagdo de hidrocarbonetos, catalisando a hidroxilacdo de alcanos e
facilitando sua entrada nas vias de B-oxidagdo microbiana. Essas enzimas igualmente
realizam a conversao inicial de alcanos em alcoois primarios, que sdo subsequentemente
transformados em aldeidos por a¢do de alcool desidrogenases, e entdo em acidos graxos
por aldeido desidrogenases. Os 4cidos graxos resultantes sdo entao ativados a acil-CoA e
canalizados para o ciclo da B-oxidacdo, gerando acetil-CoA, que entra no ciclo do acido
citrico, promovendo a completa mineralizagdo do composto. Apesar de compartilharem
essa funcdo, LadA, AlmA e CYPA50 diferem significativamente quanto a estrutura
proteica, tipo de cofator, localizagao celular (citoplasmatica ou associada a membrana) e
faixa de substratos preferida (de alcanos médios a muito longos), refletindo adaptagdes
evolutivas distintas que ampliam a versatilidade ecoldgica dos microrganismos
degradadores. Essas diferengas estruturais e funcionais entre LadA, AImA e CYP450
refletem trajetorias evolutivas independentes, permitindo que microrganismos colonizem
e degradam uma ampla gama de hidrocarbonetos em diversos ambientes contaminados.
A diversidade dessas monooxigenases destaca a importancia de estudos integrativos para

compreender e potencializar a biorremediacao de poluentes organicos persistentes.
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3 OBJETIVO GERAL

Estudar o potencial degradador das linhagens bacterianas Laprot 313, 314 e 316,
isoladas de ambientes contaminados por 6leo diesel, por meio de analises funcionais,
gendmicas e bioquimicas, com o objetivo de compreender os mecanismos moleculares
envolvidos na degradacao de hidrocarbonetos presentes em combustiveis fosseis, visando

sua possivel aplicacao em processos de biorremediacao.
3.1 Objetivos especificos

1- Realizar a identificacdo gendmica das linhagens bacterianas Laprot 313, 314 ¢
316, com base em analises comparativas de similaridade filogenomica.

2- Realizar a anotagdo funcional dos genes envolvidos na degradagdao de
hidrocarbonetos presentes nos genomas das cepas Laprot 313, 314 e 316.

3- Avaliar a capacidade degradadora de hidrocarbonetos das cepas Laprot 313,
314 e 316 por meio de ensaios bioquimicos e cromatograficos.
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4 JUSTIFICATIVA

A 1identificagdo, mineragdo de genes biotecnologicos e anotagdo do genoma de
tr€s linhagens de bactérias degradadoras de diesel sdo essenciais para a exploragdo de seu
potencial biotecnolégico na biorremediagdo de ambientes contaminados por
hidrocarbonetos. Essas bactérias possuem mecanismos metabdlicos especializados que
facilitam a degradagao de compostos toxicos presentes no diesel, posicionando-as como
candidatas ideais para o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis. O estudo gendmico
dessas cepas permite a identificacdo de genes-chave e rotas metabdlicas envolvidas na
degradagdo de hidrocarbonetos, o que pode possibilita a otimizagao de suas capacidades
de degradacao e a formulagdo de estratégias mais eficazes para a biorremediacdo

ambiental.
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5 MATERIAL E METODOS

Para melhor compreensao do desenho experimental, o fluxograma abaixo ilustra

as principais etapas desenvolvidas nessa pesquisa.

Figura 4: Fluxograma da metodologia utilizada. A partir do cultivo das linhagens do
consorcio, foram realizadas extragdes de DNA gendmico e sequenciamento. Apds
sequenciamento, seguiu-se para as etapas de taxonomia molecular e anotacao funcional.
Procedeu-se a mineragdo dos genes biossintéticos e triagem de genes relacionados a
degradagdo de hidrocarbonetos, validando ao final, por espectrometria de massas, a

capacidade das linhagens em degradar 0s hidrocarbonetos.
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amti
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Fonte: autoria propria
Nota: Da esquerda para direita, o fluxo exibe as metodologias utilizadas para cepas do consorcio A3 (Cepas

Laprot 313, Laprot 314 e Laprot 316).
5.1. Obtencao das linhagens bacterianas

O consorcio designado A3 foi isolado das 4guas contaminadas com 6leo diesel no
Rio Negro no Porto do Ceasa, na cidade de Manaus (Santos, 2021), nas coordenadas
03°08°06.0 ¢ W 59°56°20.0 (Figura 5). As trés amostras bacterianas constituintes do
consorcio A3 foram denominadas Laprot 313, Laprot 314 e Laprot 316. A escolha do
consorcio A3 deu-se pela taxa de degradacdo do 6leo diesel superior a 70 %, em apenas
7 dias por gravimetria, bem como outros parametros relacionados com a metabolizacao
de combustiveis fosseis (Santos, 2021).

Todas as linhagens bacterianas foram cultivadas em meio Bushnell Haas (BH)
suplementado com 1 % de diesel, e os frascos contendo as suspensdes foram incubados a
30 °C, sob agitag¢do a 150 rpm, para promover o crescimento. Apos o cultivo, as linhagens

foram armazenadas em meio BH soft.
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Figura 5: Area de coleta de linhagens bacterianas, localizado no Porto do Ceasa, Rio Negro,

Manaus-AM, (apods derramamento de 6leo na regiao).

Fonte: Santos (2021)
Nota: Porto do Ceasa, Rio Negro, Manaus-AM, (apo6s derramamento de 6leo na regido). Local de coleta

do consorcio A3.
5.2. Extracio de DNA gen6mico

As linhagens bacterianas Laprot 313, Laprot 314 e Laprot 316 foram cultivadas
em meio LB solido a 30° C por cerca de 16 h. Posteriormente, indculos independentes
das cepas foram realizados em 5 mL de meio LB liquido e mantidos overnight a 30° C e
150 rpm. As células bacterianas foram coletadas por centrifugacdo ¢ o DNA gendmico
das cepas bacterianas foi extraido utilizando o kit DNeasy® blood and tissue (Qiagen,
USA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Em seguida, o DNA foi analisado em

gel de agarose (0,8 %) e quantificado no Qubit ® 2.0 fluorometer (Life Technologies).

5.3. Sequenciamento e montagem do genoma

O DNA genomico foi sequenciado em colaboragdo com o pesquisador Dr. Gilvan
Ferreira da Silva, coordenador do Laboratorio de Biologia Molecular e Gendmica da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA, Amazonia Ocidental.
Utilizando a plataforma //lumina de 150 pb paired-end. O tratamento dos dados brutos,
bem como a montagem foram realizados com o montador SPAdes (Prjibelski et al 2020).
A qualidade do genoma foi analisada utilizando o servidor BV-BRC (Bacterial and Viral
Bioinformatics Resource Center), combinando os dados e ferramentas dos recursos do

software PATRIC (https://www.patricbrc.org) por uma analise abrangente do genoma.
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5.4 Taxonomia molecular do consorcio A3

A 1identificacdo das linhagens LAPROT 313, LAPROT 314 e LAPROT 316 fo1
realizada no servidor TYGS (Type Genome Server) (Meier-Kolthoff e Goker, 2019),
(https:// https://tygs.dsmz.de/, acessado em 20 de julho de 2022). O servidor TYGS
(Mukherjee et al., 2017) permitiu uma analise rdpida de classificagdo e identificacao
genética, fornecendo valores de DDH e discrepancias no percentual de G-C. O genoma
foi submetido ao servidor, onde foi armazenado em sua base de dados. Apds isso, o
servidor seguiu um fluxograma de programas independentes que classificou as
respectivas espécies € montou uma arvore filogendmica relacionando as espécies mais
proximamente relacionadas. Na etapa seguinte, calculou-se a distancia entre as espécies
em uma etapa de comparacdo de genomas de espécies relacionadas com o genoma do
usudrio a partir do algoritmo MASH (Ondov et al., 2016). E por fim, realizou-se o
alinhamento da sequéncia 16S rRNA do usuario com as sequéncias do banco de dados a
partir do NCBI BLAST+ (Camacho et al., 2009) com o servigo Pairwise SSU BLASter.

As 50 espécies com as maiores pontuagdes do BLAST foram selecionadas para o
calculo da distancia do GBDP (Genome Blast Distance Phylogeny). O servico SSU
DISTANCE CALCULATOR calcula a distancia GBDP entre as sequéncias selecionadas
de uma lista com as 50 espécies com as maiores pontuagdes do BLAST. Neste processo,
o GBDP utilizou a férmula d5 (Meier-Kolthoff et al., 2013) para selegdo das 10 estirpes
com as menores distdncias entre a sequéncia do genoma do usudrio e os genomas do
banco de dados, validando seus resultados com 100 bootstraps. Esta lista com as 10
estirpes foi utilizada para o célculo de dDDH, com o servico dDDH Calculator do
programa Genome Distance Calculator. Os genomas foram considerados relacionados
quando limiar foi igual ou acima de 70%. Em contrapartida, aqueles abaixo do limiar
foram considerados distintos. A arvore filogenética foi obtida utilizando o servigo Tree
Builder, no qual foi inferida a filogenia pelo método evolugdo minima com o programa
FastME versao 2.1.4 (Lefort; Desper; Gascuel 2015). Esse programa disponibiliza a
arvore a partir do genoma completo e da sequéncia do gene 16S rRNA com o calculo de
valores o para a relagdo entre semelhanca de uma matriz de distancia, além de um suporte
para os ramos. Quanto menor o valor 6, maior a semelhanca entre as espécies
relacionadas. O valor de o representa a medida de similaridade entre as espécies

relacionadas com base em suas sequéncias genéticas (Holland et al 2002).
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Para corroborar com os resultados de dDDH obtidos, uma andlise gendmica
comparativa foi realizada para a identificagdo precisa e a classificagdo taxondmica de
bactérias, no qual foram consideradas diversas analises genomicas, incluindo, Average
Nucleotide Identity (ANI) que estima a identidade média de nucleotideos entre dois
conjuntos de dados gendmicos, Average Nucleotide Identity by BLAST (ANIb) no qual o
BLAST ¢ utilizado para identificar regides homologas entre as sequéncias gendmicas,
Average Nucleotide Identity by MUMmer (ANIm) no qual o MUMmer assume a fungao
de alinhamento, priorizando a identificagdo de regides Unicas em cada genoma e, em
seguida, buscando similaridades entre elas, Orthologous Average Nucleotide Identity
(OrtoANI) que calcula a identidade média considerando apenas alinhamentos de
ortdlogos reciprocos e Average Amino acid Identity (AAl) que compara a similaridade de
sequéncias de aminoacidos entre proteinas codificadas por genes homologos.

Para cada linhagem, o calculo do ANI foi determinado utilizando a sequéncia
genOdmica completa, oito genomas relacionados e um genoma distante. Os dez genomas
foram carregados no pacote de software (//www.ezbiocloud.net/sw/oat) para realizar
calculos de genoma pareados do OrthoANI e o mapa de calor, calculados a partir do

software OAT.
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5.5 Mineracio genomica e prospec¢ao de produtos naturais com potencial
aplicacio biotecnologicas.

A identificagdo de clusters génicos biossintéticos (BGCs) das linhagens
bacterianas foram realizados com auxilio da plataforma AntiSMASH (antibiotics &
Secondary Metabolite Analysis Shell) versao 6.0 (Blinetal 2021). As sequéncias anotadas
foram inseridas no software no modo (relaxed) no qual ocorre a deteccao de clusters bem
definidos contendo todas as partes necessarias, assim como clusters parciais. Os genes
dos BGCs foram preditos identificando similaridade parcial com vias de biossintese
depositadas no banco de dados MIBiG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene

cluster) versao 2.0 (https://mibig.secondarymetabolites.org/), juntamente com o banco de

dados InterPro (http://https://www.ebi.ac.uk/interpro/). Este € utilizado para identificar os

dominios funcionalmente ligados a biossintese de metabdlitos secundarios e inferéncia
das possiveis fungoes (Mistry et al., 2020; Paysan-lafosse et al., 2022). Ambos os bancos
de dados ja estdo integrados na plataforma AntiSMASH. Os BGCs foram classificados
de acordo com a similaridade apresentada com vias de biossintese ja caracterizadas e
disponiveis na base de dados Minimum Information about a Biosynthetic Gene Cluster
(MIBiG), onde alta similaridade corresponde a > 70 %, moderada similaridade ¢ de 30 -
69 %, baixa similaridade ¢ de 1 - 29 % e auséncia de similaridade € igual 0 %. Os genes
dos BGCs previamente preditos que demonstraram semelhanga parcial com rotas de
biossintese armazenadas no banco de dados MIBiG, foram avaliados em relagao a sintenia
com o apoio do programa clinker, uma ferramenta baseada em Python e clustermap.js
(Gilchrist e Chooi, 2021).

O banco de dados InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) foi utilizado para
identificar os dominios funcionais relacionados a biossintese de metabdlitos secundarios
e inferir as possiveis fungdes (Mistry et al 2020; Paysan-Lafosse et al 2022). Apds a
analise, os resultados obtidos foram curados manualmente por comparagdo com a
literatura relacionada, a fim de criar as relagdes e inferéncias necessarias para a previsao

de vias metabolicas para  biossintese de  metabolitos  especializados.
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5.6 Anotacao funcional dos genomas

A anotagdo das sequéncias foi realizada por meio da ferramenta Bacterial and
Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) (https://www.bv-brc.org/) (Brettin et al
2015), utilizando-se a op¢do de anotacdo do genoma, para fornecer anotagdes de
caracteristicas gendmicas. Por meio desse software, foi possivel acessar o nimero de
pares de bases, conteudo CG da cepa selecionada, bem como, a obtengdo do nimero de
proteinas hipotéticas e funcionais, com a¢do majoritaria relacionada ao metabolismo e
processamento da informagdo genética assim como a representacdo do genoma circular
de cada cepa.

Para complementar a determinagao de regides codificantes e fungdo génica dos
genomas dos isolados, os contigs de cada linhagem foram anotados seguindo o pipeline
do servidor RAST (https://rast.nmpdr.org/ acessado em 26/11/2022), usando a base de
dados SEED Viewer version 2.0. (Aziz et al 2008). A predicao de sequéncias foi feita no
modo RAST, esquema de anotacdo Rast Cléassico e FIGfam, versao 70, para agrupamento
em subsistemas.

Para as duas plataformas acima empregadas na anotacao funcional, inicialmente
foi utilizado para a identificagdo do genoma no taxonomy-ID (NCBI), os resultados
obtidos de identificagdo no banco de dados TYGS (https:// https://tygs.dsmz.de/, acessado

em 20 de julho de 2022), configurando para anota¢do o ID da linhagem mais relacionada.

5.7 Anotacao das vias de degradacgao dos hidrocarbonetos

Foi realizado uma busca detalhada na base de dados BV-BRC utilizando palavras-
chave relacionadas a degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, como
“Monoxygenase”, “hydroxylase”, "aromatic hydrocarbon degradation", "aromatic ring
cleavage”, "aromatic ring hydroxylation", entre outras. Para cada gene identificado, as
informagoes fornecidas foram analisadas, como nome do gene, organismo, fungdo e vias
metabolicas associadas. O banco de dados KEGG foi utilizado para complementar as
informagdes obtidas no BV-BRC, buscando por vias metabdlicas especificas relacionadas
a degradacao de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos quando existentes.

Os resultados obtidos foram comparados com estudos cientificos publicados na
literatura para validar as informagdes encontradas e identificar possiveis genes adicionais
relacionados a degradac¢do de hidrocarbonetos aromaticos. Foram destacados os genes

mais relevantes e suas implicagdes na degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e

aromaticos, bem como possiveis aplicagdes biotecnologicas.
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5.8 Analise de degradacgio dos hidrocarbonetos pelo consorcio A3 e suas linhagens
isoladas 313, 314 e 316.

5.8.1 Analise de degradacio utilizando DCPIP

Para confirmar a capacidade dos consorcios bacterianos de utilizarem o
hidrocarbonetos de cadeias de carbono variadas foi utilizado diesel comercial, diesel
puro, gasolina e petréleo como unica fonte de carbono e energia, empregou-se a técnica
do indicador redox, 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) (Hanson et al., 1993) para . Foi
feito um pré-inoculo (5 mL) em meio BH/diesel (1%) para o consoércio e suas linhagens
isoladas (30° C, 150 rpm, 48 h). Em seguida, em tubos de ensaio com capacidade para 40
ml foram adicionados para um volume total de 2 mL meio BH estéril, diesel (1 %) e pré-
indculo suficiente para absorbancia inicial de 0,01 (OD 600nm) e DCPIP necessario para
uma concentracao final de 0,1 g.L.-1. Também foi preparado um controle contendo BH +
DCPIP + diesel 1%. Os tubos entdo foram incubados a 30° C por 48 h a 150 rpm. O
padrdo de descoloragao foi avaliado com a medigao de absorbancia em espectofotometro.

Ensaios e controles foram feitos em triplicata.

5.8.2 Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS).

O sobrenadante da cultura foi obtido como descrito no item 5.8.1. para os periodos
de 7 dias de cultivo e seu respectivo controles abioticos utilizados para extragdo dos
hidrocarbonetos alifaticos. Em um funil de separacdo (125 mL) o sobrenadante foi
misturado com 5 mL de hexano (Biotec, P.A.) (1: 10, v/v), posteriormente deixando a
solucdo em repouso por 5 minutos, para logo apods recuperar 1 mL do hexano para analise
em GC-MS.

A temperatura para inje¢do das amostras foi de 280 °C, seguida de um aumento
na taxa de aquecimento para 300 °C e posteriormente, com um decréscimo para 200 °C,
seguido de um aumento para 300 °C. Foi utilizado hélio gasoso como o transportador. A
aquisicdo de dados foi realizada utilizando a monitoramento de ions selecionado SIM (do
inglés selected ion monitoring). Um volume de 10 pL. de cada amostra foi injetado
utilizando um injetor tipo Split (Souza et al., 2015).

A soma da area dos n-alcanos individuais detectados foi definida como a
concentragao de alcanos do 6leo diesel.

A degradagdo dos n-alcanos do 6leo diesel foi calculada de acordo com a equagao:
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D -D
Ry === 2100%

c

Rd Taxa de degradacdo de alcanos do oleo diesel

Dc Concentragao de n-alcanos do 6leo diesel no controle abidtico

Ds Concentragdo de n-alcanos do oOleo diesel residual apos cultivo
bacteriano

As variaveis estdo descritas acima e foram baseadas em trabalhos anteriores
(Zhang et al., 2011; Deng et al., 2014). Todas as analises foram realizadas em triplicatas
no Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM) da Central Analitica da Universidade Federal

do Amazonas (UFAM), sob supervisdo do técnico Filipe.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Montagem do genoma das linhagens Laprot 313, Laprot 314 e Laprot 316

A analise dos dados apresentados na Tabela 2, evidencia diferencas entre as
linhagens Laprot 313, 314 e 316 quanto a montagem genomica, conteitdo GC, nimero de
contigs e métricas de qualidade. O DNA gendmico extraido das trés linhagens apresentou
boa qualidade, com rendimentos de 62 ng/uL (Laprot 313), 87 ng/uL (Laprot 314) e 65
ng/uL (Laprot 316). Os tamanhos dos genomas montados foram de 4.036.644 pb para
Laprot 313, 6.453.879 pb para Laprot 314 ¢ 6.838.744 pb para Laprot 316. Nenhuma das
linhagens apresentou presenca de plasmideos, o que esta de acordo com os perfis de
eletroforese do DNA gendmico, isentos de contaminacdo plasmidial (dados ndo
mostrados).

Tabela 2. Dados gerais da montagem das cepas identificadas no consércio A3

Laprot 313 Laprot 314 Laprot 316
Contigs 60 558 56
Conteido do GC 38,37 67,62 65,75
(%GCO)
Plasmideos 0 0 0
Contig L50 6 69 5
Comprimento  do 4.036.644 pb 6.453.879 pb 6.838.744 pb
genoma
Contig N50 176.061 25.740 712.779

Fonte: De autoria propria

Ainda na tabela 2, com relacdo ao numero de contigs, Laprot 313 e 316
apresentaram montagens mais continuas (60 e 56 contigs, respectivamente), enquanto
Laprot 314 mostrou uma montagem bastante fragmentada (558 contigs). Considerando
que genomas bacterianos de alta qualidade geralmente possuem menos de 100 contigs,
os resultados de Laprot 313 e 316 indicam uma qualidade superior. O valor de N50,
métrica que representa 0 menor contig entre os maiores que, juntos, compoem 50% do
genoma, também reforga essa conclusdo: Laprot 316 apresentou o maior valor (712.779
pb), seguido por Laprot 313 (176.061 pb), enquanto Laprot 314 obteve apenas 25.740 pb.
Esses valores situam Laprot 313 e 316 dentro dos padrdes internacionais de qualidade
(N50> 100 kbp) (Koren et al., 2017; Zhou et al., 2023), enquanto a montagem de Laprot
314 possivelmente foi prejudicada por fatores como a complexidade gendmica ou

limitagdes técnicas durante o sequenciamento.
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Quanto ao conteudo GC, todas as cepas apresentaram valores compativeis com
suas respectivas identificagdes taxondmicas. Laprot 313 exibiu um contetido GC de
38,37%, Laprot 314 (67,62%) e Laprot 316 (65,75%), dados caracteristicos dos géneros
ao qual pertence (Chen et al., 2020). Reforcando os dados anteriores, Laprot 316
demonstrou o melhor desempenho geral, com L50 de 5 e N50 elevado, indicando uma
montagem robusta e adequada para analises funcionais € comparativas. Por outro lado, os
resultados de Laprot 314 (L50 = 69; N50 = 25.740 pb) revelam limitagdes em sua
montagem, apontando para a necessidade de aprimoramentos metodologicos a fim de
alcancar um nivel de qualidade comparavel ao das demais cepas analisadas.

Laprot 313 (3.335 CDS) e Laprot 316 (6.384 CDS) apresentam nimeros alinhados
com genomas bacterianos tipicos de 3.000—7.000 CDS (Land et al 2015). A comparagao
entre os genomas das linhagens Laprot 313, 314 e 316 revela variagdes expressivas no
numero de CDS (regides codificadoras de proteinas). A linhagem Laprot 313 apresenta
3.335 CDS, o que a coloca na faixa inferior dos genomas bacterianos tipicos de vida livre
(geralmente entre 3.000 e 7.000 CDS). Em contraste, as linhagens Laprot 314 e Laprot
316 exibem 6.375 e 6.384 CDS, respectivamente, valores proximos ao limite superior
desse intervalo, indicando genomas mais complexo (Tabela 3).

Em relacdo aos genes de tRNA, observa-se uma pequena variagdo entre as
linhagens, com Laprot 313 possuindo 63 tRNAs, Laprot 314 com 56, e Laprot 316 com
58. A quantidade de genes de tRNA esta relacionada com a eficiéncia da tradugdo e pode
influenciar a taxa de crescimento bacteriano. Embora nio haja uma relagdo direta entre
numero de tRNAs e nimero de CDS, uma certa coeréncia entre a complexidade genémica
e a variedade de tRNAs, assim, o numero levemente superior de tRNAs em Laprot 313
pode ser reflexo de uma organizag¢do gendmica mais otimizada, ainda que mais compacta.
Ja os genes de rRNA, responsaveis pela sintese ribossomal, apresentam variagdes
modestas: 7 copias em Laprot 313, 6 copias em laprot 316, e 5 copias em Laprot 314. Em
bactérias, um maior nimero de copias de rRNA estd geralmente associado a taxas de
crescimento mais rapidas e maior capacidade de resposta a estimulos ambientais. As
pequenas diferencas observadas aqui ndo sugerem grandes impactos funcionais, mas
podem contribuir para distingdes sutis entre as cepas (Roller et al., 2016).

As linhagens Laprot 313 e 314 ndo apresentaram regides de repeti¢do
identificadas, enquanto a linhagem Laprot 316 possui 28 regides repetitivas. Regides

repetitivas no genoma bacteriano geralmente correspondem a elementos genéticos
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moveis, como transposons, inser¢des, sequéncias repetidas em tandem e elementos

regulatoérios (Antipov et al., 2019).

Tabela 3: Caracteristicas dos genomas das cepas constituintes do consorcio A3, referente aos seus tRNAs,
rRNAs e repeat regions.

Laprot 313 Laprot 314 Laprot 316
CDS 3.856 6.3750 6.384
tRNA 63 56 58
rRNA 7 5 6
Repeat regions 0 0 28

Fonte: De autoria propria

6.2 Identificacao filogenomica das linhagens Laprot 313, Laprot 314 e Laprot 316

Pela plataforma TYGS foi possivel inferir a identificacdo genomica das trés
linhagens Laprot 313, Laprot 314, Laprot 316 (Tabela 4), e construir a arvore filogenética
relacionando-as com as linhagens mais proximas. A delimitagdo de espécies com base
nos valores d2 e d4 dDDH estabelece que valores iguais ou superiores a 70 % indicam a
mesma espécie, enquanto valores abaixo sugerem uma nova espécie (Meier-Kolthoff et

al., 2013).

Tabela 4: Identificagdo filogenomica das linhagens Laprot 313, Laprot 314 ¢ Laprot 316.

Cepa Identificagdo dDDH @ dDDH dDDH dDDH Diferenca
(d0 in %) do
(d2in %) (d4 in %) (d6 in %) conteudo
G+C
Laprot Acinetobacter 72,8 73,30 72,8 75,4 0,23
313 seifertii NIPH 973
Laprot  Achromobacter 87,9 90,70 90,5 91,1 0,09
314 xylosoxidans
NBRC 15126
Laprot  Pseudomonas 64,3 43,60 41,6 59,8 0,96
316 nicosulfuronedens
LAM1902T

Fonte: De autoria propria

Nota: Valores de digital DNA-DNA hybridization (IDDH) > 70 % considerado mesma espécie. (@) Valores
indicativos de uma potencial nova espécie. (@) Férmula calculada pelo GGDC. dDDH obtidos a partir da
comparagdo dos isolados e espécies tipo estreitamente relacionadas, identificada pela ferramenta TYGS. A
formula dDDH (d2) foi calculada utilizando o servidor GGDC 3.0 (MeierKolthoff et al., 2013). A féormula
dDDH (d2) ¢ dDDH (d4) sdo os métodos de referéncia para a taxonomia bacteriana, permitindo a
identificagdo precisa de espécies e subespécies (colunas destacadas laranja). Os acessos as plataformas
foram realizados no periodo de margo a abril de 2024.
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A avaliagdo dos valores de hibridizacdo de DNA-DNA digital (dDDH) utilizando
a formula d2, calculados com o algoritmo GGDC (Genome-to-Genome Distance
Calculator), e os valores d0, d4 e d6 obtidos por meio do TYGS (Type Strain Genome
Server), demonstrou que somente a linhagem Laprot 316 atingiu o ponto de corte
correspondente a uma espécie nova (<70 %), apresentando valores de dDDH (d2) de
43,60 % e dDDH (d4) de 41,6 % com a espécie tipo mais estreitamente relacionada
Pseudomonas nicosulfuronedens LAMI1902T, conforme ilustrado na Tabela 5 A
linhagem Laprot 313 apresenta valor de dDDH (d2) de 73,30 % e dDDH (d4) de 72,8 %
em relagdo a espécie tipo de Acinetobacter seifertii NIPH 973. A linhagem Laprot 314
apresentou valores de dDDH (d2) de 90,70 % e dDDH (d4) de 90,5 % em relacdo a
espécie tipo Achromobacter xylosoxidans NBRC 15126. Considerando o ponto de corte,
os valores apresentados confirmam que a linhagem Laprot 313 pertence a espécie
Acinetobacter seifertii, a linhagem Laprot 314 pertence a espécie Achromobacter
xylosoxidans.

A analise do contetido de G+C em todos os isolados revelou valores inferiores a
1 %, o que reforga a confiabilidade das identificagdes realizadas pelo TYGS. E importante
salientar que uma discrepancia no teor de G+C acima de 1% pode sugerir uma
identificacdo menos confiavel, uma vez que, tipicamente, o teor de G+C dentro de uma
mesma espécie ndo varia além de 1%. Estudos tém enfatizado o teor de G+C como um
marcador taxondmico crucial para diferenciar entre espécies distintas, especialmente
quando a diferenga entre as sequéncias gendmicas supera 1%. Essas descobertas destacam
a relevancia do teor de G+C como um indicador fundamental na taxonomia molecular
(Meier-Kolthoff; Klenk; Goker, 2014; Meier-Kolthoff; Goker, 2019).

Os resultados obtidos nas analises por Identidade Média de Nucleotideos (ANI) e
identidades médias de aminoacidos (AAI) (Tabela 5), confirmaram identificacdo
filogenodmica das cepas constituintes do consoércio A3 obtidas por dDDH e GGDC. As
ferramentas ANIb e ANIm servem como ferramentas complementares ao dDDH, GGDC
e ANI no delineamento de espécies microbianas. Embora dDDH, GGDC e ANI tenham
sido métodos tradicionais para delimitacdo de espécies, ANIb, ANIm e AAI fornecem
informagoes adicionais sobre a relacdo gendmica e a identidade média de nucleotideos,
aumentando a precisdo e a eficiéncia dos processos de identificagdo de espécies (Hu et

al., 2022).
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Tabela 5: Estudo comparativo de genomas utilizando ANI, ANIb e ANIm, OrtoANI, AAI das linhagens
Laprot 313, Laprot 314, Laprot 316, com os respectivos genomas relacionados

Linhagem ANI(%)  ANIb (%) ANIm (%) OrthoANI (%)  AAI
(%)

Laprot 96,61 96,15 96,45 96,42 97,47

313

Laprot 98,98 98,30 98,98 98,96 98,82

314

Laprot 90,71 89,47 91,30 90,83 93,11

316

Fonte: De autoria propria

Nota: Estudo comparativo da linhagem Laprot 313 com a espécie de referéncia Acinetobacter seifertii
NIPH 973, linhagem Laprot 314 com Achromobacter xylosoxidans NBRC 15126, Laprot 316 com
Pseudomonas nicosulfuronedens LAM1902. Identidade Média de Nucleotideos (ANI), Blast+ (ANIb) e
MUMmer (ANIm), Orthologous Average Nucleotide Identity (OrthoANI), Identidade Média de
Aminoacidos (AAI). Como ponto de corte para pertencer & mesma espécie, valores (> 95%) para ANI,
ANIb e ANIm, valores (> 95 %) OrthoANI; valores (> 95 %) Identidade Média de Aminoacidos (AAI); os
acessos as plataformas foram realizados no periodo de margo a abril de 2024.

As andlises filogenéticas da sequéncia do gene 16S rRNA continuam a ser
fundamentais para a compreensao da sistematica procaridtica. No entanto, muitas vezes
ndo conseguem resolver de forma definitiva as relacdes evolutivas dentro de diversos
grupos (Vandamme 1996; Rodriguez et al 2018; Duchéne 2021). Uma abordagem que se
baseia apenas em uma fragdo dos genes dificilmente pode ser considerada um método
filogenético verdadeiro em escala gendmica (Dagan & Martin, 2006). Métodos baseados
no genoma completo, como o GBDP (Phylogeny Based on Genome Data) foram
desenvolvidos para fornecer informagdes sem precedentes sobre a arvore microbiana da
vida (Meier-Kolthoff et al 2013; Henz et al 2005; Meier-Kolthoff et al 2014; Mukherjee
et al 2017; Montero-Calasanz et al 2017; Patil et al 2013). Desta forma, os métodos de
analise utilizados aqui indicam confiabilidade quanto a identificacao filogendmica de 4.
seifertii Laprot 313, A. xylosoxidans Laprot 314 e Pseudomonas sp. Laprot 316.

A reconstrucao da arvore filogendmica para as cepas do consorcio A3 foi obtida
e estd apresentada na figura 6. Conforme esperado, a linhagem Laprot 313 agrupou em
um clado com a linhagem tipo A. seifertii NIPH 973 e a linhagem Laprot 314 formou
clado irmao com a espécie tipo 4. xylosoxidans NBRC15126, corroborando os resultados
anteriores (Tabela 6). Para a linhagem Laprot 316 foi observada relagdao de clado nao-
irmdos com as espécies P. nicosulfuronedens LAMI1902T, P. nitritireducens e P.
nitroreducens NBRC 12694 WZBFD3-5A2. Este achado ¢ notavel, uma vez que implica
a possibilidade de uma nova espécie pertencente ao género Pseudomonas. A existéncia

de um clado distinto para a linhagem Laprot 316, separado das outras espécies do mesmo
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género, ¢ um indicador forte de uma divergéncia evolutiva significativa (Rudra et al.,

2022). A identificagao de caracteristicas Unicas e distintas da linhagem Laprot 316 pode

fornecer evidéncias adicionais para a existéncia de uma nova espécie dentro do género

Pseudomonas. Contudo, ¢ necessario realizar estudos adicionais para investigar a

validade dessa hipotese e determinar se a linhagem Laprot 316, representa de fato, uma

nova espécie dentro do género Pseudomonas.

Figura 6: Arvores filogenéticas utilizando a abordagem Genome Blast Distance
Phylogeny (GBDP) com os genomas das amostras Laprot 313 (A), 314 (B) e 316 (C),
identificadas respectivamente como A. seifertii, A. xylosoxidans e Pseudomonas sp.

A. Arvore filogenomica da linhagem Laprot 313 identificada como 4. seifertii.
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11]

Too|

- Achromobacter insnavis LMG 26845

- "Achromobacter arsenitoxydans S% 8’

Species cluster

R Subspecies cluster

- "Achromobacter xylosoxidans Laprot 314

- Achromobacter xylosoxidans WBER.C 15126

Achromobacter ruhlandii LMG 1866

Achromobacter pulmonis LMG 26696
Achromobacter deleyi LMG 3458

Achromobacter animicus LMG 26590

- Achromobacter anxifer LMG 26857

1o

105{

Achromobacter aegrifaciens LMG 26852
Achromobacter insolitus DS 23807 [ ]

Achromobacter denitrificans NERC 15125}

Achromobacter veterigilvae LMMG 30378T

Percent GHZ

1 B
' =
[0 . .
EC 1. .
L JET .

]

-
/.

e User strain?

Tvpe species?

Type species?



Arvore filogendmica da linhagem Laprot 316 identificada como Pseudomonas.
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Fonte: De autoria propria

Nota: As arvores filogenéticas geradas pelo TYGS ilustram a relago entre as linhagens Laprot 313, 314 ¢
316 e as espécies de referéncia, utilizando o método FastME 2.1.6.1 do GBDP para inferéncia, com base
nas distancias calculadas a partir das sequéncias gendmicas. Os comprimentos dos ramos sdo representados
pela formula de distdncia GBDP d5. A variacdo de cores indica similaridades genéticas compartilhadas
entre as linhagens. Essa representagdo permite o agrupamento das linhagens bacterianas de acordo com
diferentes niveis taxondmicos, como espécie, subespécie, contetido de GC, valor §, tamanho do genoma e
nimero de proteinas (esquerda para direita, respectivamente). O simbolo de cruz destaca a posi¢io da
linhagem Laprot 313 (A), 314 (B) 316 (C) na arvore.
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A andlise de similaridade genomica pelo software OAT (Orthologous Average
Nucleotide Identity Tool) revelou resultados significativos para as linhagens A4. seifertii,
A. xylosoxidans e a nova espécie de Pseudomonas, confirmando as espécies identificadas
constituintes do consorcio A3 (Figura 7). As linhagens de A. seifertii LAPROT 313, 4.
xylosoxidans LAPROT 314 apresentaram um mapa de calor com valores de identidade
nucleotidica meédia ortéloga (OrthoANI) acima de 95%. Esse nivel elevado de
similaridade, além de ser limiar para a identificacao de espécies dentro de um género,
indica uma alta homologia genética entre as cepas analisadas e seus respectivos genomas
de referéncia, sugerindo que estas cepas possuem caracteristicas genéticas bem

conservadas dentro de seus géneros.

Figura 7: Mapa de calor indicando os valores OrthoANI (A) cepa 4. seifertii Laprot 313;
(B) cepa 4. xylozoxidans Laprot 314; (C) cepa Pseudomonas Laprot 316. Para cada cepa
a analise foi realizada comparando com 8 cepas relacionadas e uma distante.

A. Mapa de calor indicando os valores OrthoANI entre a cepa A. seifertii Laprot 313 e outras 9 cepas.

I Heatmap generated with OrthoANI values
0 calculated from the OAT software.
SC&x= Pleasecite Lee et al 2015.
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B. Mapa de calor indicando os valores OrthoANI entre a cepa A. xylozoxidans Laprot 314 e outras 9
cepas.
. Heatmap generated with OrthoANI values

calculated from the OAT software.
Please cite Lee et al. 2015.
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C. Mapa de calor indicando os valores OrthoANI entre a cepa Pseudomonas Laprot 316 e outras
9 cepas.
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Fonte: De autoria propria

Nota: Mapa de calor mostrando porcentagens médias de identidade de nucleotideos por ortologia
(OrthoANI) (A) entre a cepa A. seifertii Laprot 313 e 8 parentes proximos bem como uma estirpe que esta
mais distantemente relacionada; (B) entre a cepa A. xylozoxidans Laprot 314 e 8 parentes proximos bem
como uma estirpe que esta mais distantemente relacionada; (C) entre a cepa Pseudomonas Laprot 316 e 8
parentes proximos bem como uma estirpe que esta mais distantemente relacionada. Valores em escala de
cores indicam o percentual de similaridade entre os genomas, sendo o mais similar de cor vermelha, e o
menos similar, de cor azul. Os valores numéricos nos ramos representam a distancia genética intergendmica
calculada pelo software Orthologous Average Nucleotide Identity Tool (OAT). O limite considerado para
a mesma espécie ¢ >95%.
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Novamente, a cepa da nova espécie de Pseudomonas apresentou um valor de
identidade abaixo de 95%, indicando uma menor homologia genética em relacdo as
referéncias disponiveis. Esse resultado sugere que a cepa Laprot 316 representa uma nova
linhagem dentro do género Pseudomonas, possivelmente com caracteristicas metabolicas
e fisioldgicas Uinicas ainda ndo completamente descritas. A identidade abaixo do limiar
de 95% ¢ um indicativo de que a cepa pode ser considerada uma nova espécie, oferecendo
uma oportunidade Unica para a descoberta de novas vias metabdlicas e mecanismos de
degradagdo de hidrocarbonetos.

As linhagens bacterianas identificadas pela andlise gendmica tem potencial
significativo para a biorremediacao ambiental. A espécie 4. seifertii se destaca devido a
sua reconhecida versatilidade metabdlica e resisténcia a ambientes extremos, o que a torna
apta para a biodegradagdo de diesel e a descontaminagdo de solos e dguas afetados por
derramamentos de hidrocarbonetos (Margaret et al., 2020). A identificagdo da linhagem
314 como A. xylosoxidans na andlise filogenética destaca um género ja conhecido por
suas propriedades de biorremediacgdo, incluindo a degradacao de hidrocarbonetos e outros
compostos toxicos (Hong et al 2017). Apesar das informagdes gendmicas existentes sobre
Achromobacter, ainda faltam mais estudos aprofundados que explorem suas vias de
degradagdo de hidrocarbonetos, a biossintese de metabdlitos secundérios e as bases
genéticas para sua adaptacao ambiental.

A descoberta de uma nova espécie dentro do género Pseudomonas sugere a
presenga de caracteristicas metabolicas inovadoras ainda inexploradas, ampliando o
potencial para novas abordagens na degradag¢ao de compostos organicos complexos como
o diesel. A caracterizagdo detalhada dessa nova linhagem podera oferecer informagdes
importantes sobre novos mecanismos de biodegradacdo ja que o género Pseudomonas
engloba diversas espécies com notavel habilidade em degradar compostos organicos
complexos, incluindo hidrocarbonetos (Palleroni et al., 2010). Portanto, a identificacdo
dessas linhagens e sua capacidade de degradagdo de diesel pelo consércio bacteriano A3,
aponta que futuras pesquisas podem elucidar novas vias metabolicas e estratégias para a

biorremediagdo eficaz (Jakobsen et al 2013).
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6.3 Anotaciio gendomica de linhagens bacterianas do consorcio A3

A anotacao genOmica das linhagens Laprot 313, Laprot 314 e Laprot 316, revelou
dados interessantes, especialmente em relacdo a sua capacidade metabodlica e potencial
biotecnoldgico. A linhagem Laprot 316 apresentou o maior nimero de proteinas
hipotéticas (1630), o que estd em consonancia com o fato de ela ndo atingir o ponto de
corte de 70% de similaridade no DNA-DNA digital ({IDDH) em relacao a espécie tipo
mais proxima (Pseudomonas nicosulfuronedens), sugerindo que se trata de uma espécie
potencialmente nova. A grande quantidade de proteinas ndo caracterizadas pode indicar
a presenca de genes ainda ndo descritos funcionalmente, possivelmente associados a
adaptagdes ecolodgicas ou a capacidades degradadoras inéditas. Por outro lado, a linhagem
Laprot 313, filogeneticamente identificada como Acinetobacter seifertii, apresenta o
menor nimero de proteinas hipotéticas (946), refletindo sua proximidade com uma
espécie ja bem estudada. Além disso, a menor quantidade de proteinas com atribui¢des
funcionais (2910), nameros EC (955) e GO (823), quando comparada as outras cepas,
pode indicar um genoma mais compacto e funcionalmente especializado. A linhagem
Laprot 314, classificada como Achromobacter xylosoxidans, destacou-se por apresentar
0 maior nimero de proteinas com funcdo atribuida (5109), com numeros elevados
também nas categorias de proteinas com numero EC (1360) e GO (1183). Esses dados
sugerem um genoma mais complexo e versatil, com maior potencial de adaptacdo a
diferentes condigdes ambientais e maior diversidade de vias metabolicas. Essa
diversidade funcional pode ser vantajosa em ambientes heterogéneos (Gralka e
Hallatschek 2019). Todas essas informagdes encontram-se reunidas na tabela 6, figura 8

e figura 9.
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Tabela 6. Identificagdo de Proteinas dos genomas das cepas constituintes do consércio A3

Proteinas
hipotéticas
Proteinas com
atribuigoes
funcionais
Proteinas com
atribui¢ao de
numeros EC
Proteinas com
atribuigoes GO
Proteinas com
atribuigoes  de
Pathway
Proteinas com
atribui¢des  da
familia
especifica de
género PATRIC
(PLfam)
Proteinas com
atribui¢des  da

familia de
género cruzado
PATRIC
(PGfam)

A. seifertii A. xylosoxidans Pseudomonas
Laprot 313 Laprot 314 316

946 1.266 1.630

2910 5.109 4.754

955 1.360 1.313

823 1.183 1.125

739 1.046 984

3.690 5.977 5.963

3.732 6.200 6.028

Fonte: De autoria propria

sp. Laprot
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Figura 8: Diagrama circular ilustrando a distribuicdo da anota¢do dos genomas para as linhagens (A) A. seifertii Laprot 313, (B) 4. xylosoxidans
Laprot 314, (C) Pseudomonas sp Laprot 316.
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Fonte: autoria propria
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Figura 9: Classificacdo de subsistemas das linhagens Laprot 313, Laprot 314 e Laprot

A. A. seifertii Laprot 313

B. 4. xylozoxidans Laprot 314

316.

Subsystem (Subsystems, Genes)

B METABOLISM (92, 700)
M PROTEIN PROCESSING (42, 233)
M STRESS RESPONSE, DEFENSE, VIRULENCE (33, 132)
M ENERGY (29, 231)
B MEMBRANE TRANSPORT (21, 177)
W DNA PROCESSING (18, 73)
B RNA PROCESSING (14, 76)
B CELLULAR PROCESSES (13, 72)
M CELL ENVELOPE (5, 43)
M MISCELLANEOUS (5, 14)
REGULATION AND CELL SIGNALING (3, 12)

Subsystem (Subsystems, Genes)

B METABOLISM (100, 1091)
M PROTEIN PROCESSING (44, 276)
M STRESS RESPONSE, DEFENSE, VIRULENCE (37, 180)
M ENERGY (33, 418)
B MEMBRANE TRANSPORT (27, 208)
M CELLULAR PROCESSES (17, 171)
M DNA PROCESSING (17, 95)
M RNA PROCESSING (14, 58)
Il CELL ENVELOPE (7, 42)
MISCELLANEOQUS (5, 20)
M REGULATION AND CELL SIGNALING (4, 28)

C. Pseudomonas Laprot 316

Subsystem (Subsystems, Genes)

B METABOLISM (118, 1085)
M PROTEIN PROCESSING (43, 245)
M STRESS RESPONSE, DEFENSE, VIRULENCE (36, 201)
M ENERGY (33, 346)
B MEMBRANE TRANSPORT (30, 259)
M CELLULAR PROCESSES (19, 186)
M DNA PROCESSING (19, 98)
B RNA PROCESSING (16, 88)
B MISCELLANEQUS (8, 34)
M CELL ENVELOPE (8, 75)
REGULATION AND CELL SIGNALING (3, 12)

Fonte: De autoria propria.
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Diagrama de Venn

A andlise comparativa entre as linhagens bacterianas Acinetobacter seifertii 313,
Achromobacter xylosoxidans 314 e Pseudomonas sp 316 (Figura 10), revelou padrdes
distintos de compartilhamento e exclusividade de proteinas, refletidos na distribuicao dos
clusters ortdlogos e singletons visualizados por meio de um diagrama de Venn. A
linhagem 313 apresentou 3.750 proteinas totais, das quais 2.012 participam de clusters
compartilhados e 1.482 sdo singletons, ou seja, ndo t€ém ortdlogos detectaveis nas outras
linhagens. Esse nimero relativamente elevado de proteinas exclusivas sugere a presenga
de elementos gendmicos especificos, possivelmente relacionados a adaptagdo ambiental
ou fungdes metabolicas diferenciadas, incluindo genes associados a degradacdo de
hidrocarbonetos.

A linhagem 314 apresentou o maior niimero total de proteinas (6.202) e também
a maior quantidade absoluta de singletons (2.816), o que pode indicar um genoma mais
complexo ou a presenca de ilhas gendmicas, plasmideos ou genes adquiridos por
transferéncia horizontal. O nimero elevado de clusters compartilhados (2.784) reforca
seu potencial de compartilhamento funcional com outras linhagens, mas a proporg¢ao de
proteinas Unicas também indica grande diversidade funcional, o que pode refletir uma
ampla plasticidade metabolica. Ja a linhagem 316 apresentou 5.813 proteinas totais, com
2.545 proteinas participando de clusters e 2.469 como singletons. Essa distribui¢ao
intermediaria entre as linhagens 313 e 314 sugere que Pseudomonas sp. 316 compartilha
parte significativa de seu repertério génico com as outras duas linhagens, mas também
mantém um conjunto consideravel de proteinas exclusivas, que podem estar relacionadas
a caracteristicas adaptativas proprias do género Pseudomonas, conhecido por sua
versatilidade catabdlica e resisténcia ambiental.

O padrao geral observado no diagrama de Venn revela que, embora exista um
nlcleo funcional conservado entre as linhagens (representado pelos clusters ortdlogos),
uma fragao significativa do conteido gendomico € composta por proteinas unicas, o que
indica diversidade funcional entre as linhagens. Essa diversidade pode estar associada a
capacidades distintas na degradacdo de hidrocarbonetos, resisténcia a estressores
ambientais e adaptacdo a diferentes microambientes. Estudos complementares de
anotacao funcional e analise de vias metabolicas especificas poderao elucidar com maior

precisdo o papel dessas proteinas Uinicas no contexto da biorremediacao.
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Figura 10: Diagrama de Venn representando a distribuicdo estimada de proteinas
codificadas nos genomas das linhagens bacterianas 313 (Acinetobacter seifertii), 314
(Achromobacter xylosoxidans) e 316 (Pseudomonas sp.).

Acinetobacter Achromobacter
seifertii xylosoxidans
Pseudomonas
sp

2784

1392

0

Nota: De autoria propria.

As areas exclusivas de cada circulo representam os singletons — proteinas unicas identificadas apenas em
uma das cepas — indicando componentes genéticos especificos possivelmente relacionados a nichos
ecologicos distintos ou especializagdes metabolicas. As intersegdes entre dois circulos representam
proteinas ortdlogas compartilhadas entre pares de linhagens, enquanto a regido central, comum as trés,
corresponde a aproximadamente 1.225 proteinas conservadas, sugerindo um nucleo funcional que pode
incluir genes essenciais a sobrevivéncia, a manutenc¢do celular e a degradacdo de compostos organicos,
como hidrocarbonetos. Essa analise ilustra a diversidade gendmica e o potencial metabolico diferencial
entre os microrganismos, reforcando sua importincia na biorremediagdo e na adaptagdo a ambientes
contaminados.
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6.4 Mineracio genomica e prospec¢ao de produtos naturais com potencial
aplicacio biotecnologicas

Nas andlises pela plataforma antiSMASH, foi possivel identificar /loci
biossintéticos abrangendo uma ampla gama de classes conhecidas de compostos
metabolitos especializados. Para A. seifertii Laprot 313 foram identificadas 8 regides de
clusters biossintéticos (BGCs), para A. xylosoxidans Laprot 314, foram identificadas 9

regides de BGCs e para Pseudomonas sp. Laprot 316 8 BGCs (Tabela 7).

Tabela 7: Identificacdo de clusters génicos para sintese de metabolitos secundérios do genoma do
consoércio A3

Regido Classe Cluster conhecido mais Percentual Cepa
genica semelhante Similaridade

1.1 Betalactona Plipastatina 15%

1.2 NRP Propanochelin/Butanochelin/Pen 22%

tanochelin
9.1 RiPP Berninamicina K/berninamicina 13%
J/berninamicina A/berninamicina A. seifertii
B Laprot 313.

13.1 NRP Lagriene 4%

18.1 NAPAA 0%

24.1 RiPP 0%

26.1 RiPP 0%

32.1 NI- Estafiloferrina 16%

Sideroforos
2.1 Ectoina Ectoina 75%

5.1 NAPAA

15.1 Sacarideo Salecan 10%
26.1 Resorcinol A.
- Xylosoxida
74.1 ' N¥- Alcaligina 87% ns Laprot
Sideroforo 314
112.1  Aril polieno Aril polieno 16%

124.1 Terpeno

158.1 betalactona
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Nota: De autoria propria.

As regides que nao apresentaram similaridade alguma com o banco de dados é um
indicativo que estes resultados podem ser BGCs que possivelmente estdo relacionados a
vias de biossintese de novas moléculas ou que pertencem a vias ndo caracterizadas de
moléculas ja conhecidas. Abaixo serd dado énfase para andlise de sintenia para BGCs que

apresentaram maior similaridade.

Ectoina

Para evitar os efeitos prejudiciais causados pela alta osmolaridade ambiental,
alguns microrganismos halofilicos sdo capazes de equilibrar a pressdo osmotica intra e
extracelular acumulando grandes quantidades de pequenas moléculas organicas
especificas chamadas solutos compativeis, cujo acimulo maci¢o ndo perturba o processo
celular normal (Kempf e Bremer, 1998; Brown, 1976). A ectoina como representantes
tipicos de solutos compativeis, ndo sdo apenas essenciais para que bactérias extremofilas
sobrevivam em ambientes extremos, mas também amplamente utilizados nas industrias
cosmética e médica (Liu et al., 2021). Além de atuarem como agentes protetores
osmoticos, a ectoina também ¢é excelente estabilizadora bifuncional, protetor da pele e
potencial firmaco para doengas, como o mal de Alzheimer e o sintoma da rinoconjuntivite

(Pastor et al 2010; Salapatek et al 2011; Kanapathipillai et al 2005).
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Um grupo de genes biossintéticos foi identificado com uma alta similaridade
envolvido na producao do composto ectoina (Figura 11). Uma anélise de sintenia atestou

a existéncia de genes biossintéticos envolvidos em sua producado (Figura 12).

Figura 11: Predigdo de agrupamentos de genes biossintéticos da classe ectoina
encontrada na regido 2.1 de 4. xylosoxidans Laprot 314 realizada no antiSMASH.
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Nota: De autoria propria.

Diagrama esquematico de genes biossintéticos de metabolitos secundarios. Os genes marcados com
vermelho escuro, vermelho claro, azul e cinza sdo biossintéticos centrais, biossintéticos adicionais,
relacionados ao transporte, reguladores e outros genes, respectivamente.

Figura 12: Sintenia de genes responsaveis pela sintese de ectoina.

@ Achromobacter xylosoxidans 314

BGC0002052

b [ T
2.5kb 0 Identity (%) 100

@ ® Ectoina dioxigenase
® Ectoina sintase
Proteina biossintética de ectoina
® Acetiltransferase do acido L-2,4-diaminobutirico

Nota: De autoria propria.
Andlise de sintenia para identificagdio dos genes presentes nos BGC responsaveis pela sintese de ectoina.

(A) BGC de A. xylosoxidans Laprot 314 (B) BGC depositado no banco de dados MIBiG (BGC0002052).
(C) Identificacdo dos genes que apresentam semelhangas. As linhas paralelas e verticais indicam a
similaridade entre os genes de acordo com a escala. Os genes na cor cinza, representam genes nao

homologos ou com fung@o ndo conhecida. Figura gerada em Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/).
Acesso em: abril de 2024.

Alcaligina

Alcaligina ¢ relatada como um sideréforo produzido pela cepa Alcaligenes
eutrophus CH34 resistente a metais pesados. 4. eutrophus demonstrou interagir com
cadmio (Cd) e, consequentemente, afetar sua biodisponibilidade e toxicidade. A adi¢do

de alcaligina estimulou significativamente o crescimento na presenca de Cd de um
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derivado CH34 deficiente em alcaligina (Gilis et al., 1998). Usando ensaios de
bioluminescéncia, esse efeito pode ser atribuido a uma diminui¢do na biodisponibilidade
de Cd na presenga de alcaligina. Dados sugerem que a alcaligina, além de sua fun¢io no
fornecimento de ferro a célula, fornece uma protecdo contra a toxicidade de metais
pesados. Além disso, genes responsivos a metais envolvidos nesses mecanismos de
resisténcia foram utilizados para o desenvolvimento de biossensores de metais, com base
na fusdo dos genes anteriores a um sistema reporter (Corbisier 1994).

Embora a concentragdo de metais pesados possa ser determinada a partir de uma
amostra ambiental, a quantidade de metais, que estdo biologicamente disponiveis, ndo
pode ser determinada por analise quimica simples. Como os genes de resisténcia sdao
induzidos em resposta a concentragdao biodisponivel de metais pesados, os biossensores
de metais baseados em genes de resisténcia podem ser usados para determinar a
biodisponibilidade de metais pesados no ambiente. Portanto, bactérias que tém a
capacidade de sintetizar alcaligina podem ser utilizadas como modelo para o estudo das
interacoes entre a absor¢do de ferro mediada por siderdforos e a resisténcia a metais
pesados. Um grupo de genes biossintéticos foi identificado com uma alta similaridade
envolvido na produgdo do composto alcaligina pela A. xylosoxidans Laprot 314 (Figura
13 e Figura 14). Embora a produgdo deste metabolito requer confirmagao, ¢ indicativo do
potencial do consorcio A3 também em processos de descontaminacdo de ambientes

poluidos com metais pesados.

Figura 13: Predi¢cdo de agrupamentos de genes biossintéticos da classe NI- siderdforos
encontrada na regido 74.1 de 4. xylosoxidans Laprot 314 realizada no antiSMASH.
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Nota: De autoria propria.

Diagrama esquematico de genes biossintéticos de metabolitos secundarios. Os genes marcados com
vermelho escuro, vermelho claro, azul e cinza sdo biossintéticos centrais, biossintéticos adicionais,
relacionados ao transporte, reguladores e outros genes, respectivamente.
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Figura 14: Sintenia de genes responsaveis pela sintese de alcaligina.

@ Achromobacter xylosoxidans Laprot 314

G Acromobacter xylosoxidans NBRC 15126

@ BGC0001765

@ 25kb 0 Identity (%) 100

@ L-lisina 6-monooxigenase/L-ornitina 5-monooxigenase Nenhuma predicao
@ Proteina hipotética Nenhuma predicao
® Biossintese de sideréforo de aerobactina, semelhante a lucA/lucC g semelhante a DedA
® Aerobactina redutase férrica tipo lutB
® Dioxigenase hidroxilante de anel aromatico, subunidade alfa
® Proteina reguladora do receptor de pioquelina

Superfamilia de facilitadores principais

Receptor de sideréforo dependente de TonB

Nenhuma predicao

Nenhuma predicao

@ Isocitrato desidrogenase dependente de NADP, monomérico

® Nenhuma predicao

® Nenhuma predicao

@ Proteina de transferéncia de elétrons de ligacao ao cobreGroup 16

Nota: De autoria propria.

Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGC responsaveis pela sintese de alcaligina.
(A) BGC de A. xylosoxidans Laprot 314 (B) Cepa tipo mais estreitamente relacionada. (C) BGC
depositado no banco de dados MIBiG (BGC0001765). (D) Identificacdo dos genes que apresentam
semelhancgas. As linhas paralelas e verticais indicam a similaridade entre os genes de acordo com a escala.
Os genes na cor cinza, representam genes nao homologos ou com fung¢ao ndo conhecida. Figura gerada em
Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: abril de 2024.

Azotobactina

Azotobactina ¢ um composto fluorescente semelhante a pioverdina que serve
como sideréforo. As porcdes hidroxamato, catecol e a-hidroxiacido da azotobactina
conferem-lhe uma afinidade muito alta pelo Fe III, e o complexo Fe é absorvido pela
bactéria (Wichard et al 2009). Um grupo de genes biossintéticos foi identificado com uma
baixa similaridade envolvido na produ¢do do composto azotobactina (Figura 15). Uma
analise de sintenia atestou a existéncia de genes biossintéticos envolvidos na produgdo do
composto, assim como também uma alta similaridade de cluster com a cepa tipo mais

relacionada (Figura 16).

Figura 15: Predicao de agrupamentos de genes biossintéticos da classe Azotobactina
encontrada na regido 14.1 de Pseudomonas sp. Laprot 316 realizada no antiSMASH.
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Diagrama esquematico de genes biossintéticos de metabolitos secundarios. Os genes marcados com
vermelho escuro, vermelho claro, azul e cinza sdo biossintéticos centrais, biossintéticos adicionais,
relacionados ao transporte, reguladores e outros genes, respectivamente.

Figura 16: Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Azotobactina.

@ Pseudomonas Laprot 316

Pseudomonas nicosulfuronedens

LAMI1902T
@ BGC 0001100
@ 2.5kb 0 Identity (%) 100
® Enzima lipolitica ‘GDXG' Nenhuma predigéo
® Nenhuma predicio Proteina de resisténcia & tetraciclina TetA/proteina de resisténcia a multiplas drogas semelhante a MdtG
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Nota: De autoria propria.

Analise de sintenia para identificagdo dos genes presentes nos BGC responsaveis pela sintese de
Azotobactina. (A) BGC de Pseudomonas sp. Laprot 316 (B) Cepa tipo mais estreitamente relacionada. (C)
Identificagdo dos genes que apresentam semelhangas. As linhas paralelas e verticais indicam a similaridade
entre os genes de acordo com a escala. Os genes na cor cinza, representam genes ndo homoélogos ou com
fun¢@o ndo conhecida. Figura gerada em Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/).

Lancacidina C

Atualmente, a humanidade enfrenta o problema da crescente disseminagdo da
resisténcia aos antibidticos entre os microrganismos. Essa resisténcia a antibidticos pode
levar a rapida disseminagdo de doengas infecciosas contra as quais os antibioticos mais
conhecidos atualmente sdo ineficientes (Ventola CL 2015). Um aspecto fundamental para
superar essa crise de resisténcia a antibidticos envolve a triagem de novos compostos
naturais com atividade antibacteriana ou novos produtores de compostos naturais
previamente identificados (Tistechok 2022).

Lancacidinas consistem em uma classe de metabdlitos hibridos de policetideos e
peptideos que apresentam uma estrutura heptadecana transanulada (17 membros). O
primeiro congénere desta categoria ¢ a Lancacidina C (Zheng et al 2017). Anteriormente
demonstrado como antibidticos orais para animais infectados, as lancacidinas tém o
potencial de fazer parte de uma nova geracdo de antibidticos para combater cepas

patogénicas convencionais resistentes a macrélidos (Tsuchiya et al 1970). Eles mostram
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fortes efeitos protetores em camundongos contra bactérias Gram-positivas, incluindo
isolados clinicos quando administrados por via oral ou parenteral (Harada 1975). No
entanto, as porcdes labeis e densamente funcionalizadas dentro desta familia de
policetideos complexos representam um desafio formidéavel para sintese quimica total e
derivatizacdo, impedindo assim o desenvolvimento medicinal para uso clinico (Zheng et
al 2017).

Um grupo de genes biossintéticos foi identificado com uma baixa similaridade
envolvido na produ¢do do composto Lancacidina C (Figura 17). Uma analise de sintenia
atestou a existéncia de genes biossintéticos envolvidos na producdo do composto, assim
como também uma alta similaridade de cluster com a cepa tipo mais relacionada (figura
18). A confirmagao da producao lancacidina pela cepa Pseudomonas sp. Laprot 316
representa um impacto significativo para a inclusdo de uma nova molécula com potencial

antimicrobiano no cenario de combate as doengas.

Figura 17: Predi¢do de agrupamentos de genes biossintéticos da classe cofator redox
encontrada na regido 3.2 de Pseudomonas sp. Laprot 316 realizada no antiSMASH.
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Diagrama esquematico de genes biossintéticos de metabolitos secundarios. Os genes marcados com
vermelho escuro, vermelho claro, azul e cinza sdo biossintéticos centrais, biossintéticos adicionais,
relacionados ao transporte, reguladores e outros genes, respectivamente.

A identificagdo de um gene de cocaina esterase em um determinado cluster
representa um resultado interessante (Figura 26). A cocaina esterase ¢ uma enzima capaz
de catalisar a hidrélise da cocaina, transformando-a em produtos ndo téxicos. Essa
propriedade torna a cocaina esterase uma candidata promissora para o desenvolvimento
de tratamentos para pessoas intoxicadas com cocaina. A intoxicagdo por cocaina ¢ um
problema de satide publica, associada a altas taxas de mortalidade devido a overdose.
Terapias baseadas em cocaina esterase poderiam oferecer uma intervencao rapida e
eficaz, reduzindo a concentragdao de cocaina no organismo e mitigando os efeitos toxicos
da droga (Narasimhan et al 2012)

Além do potencial terapéutico, a cocaina esterase também pode ser aplicada na

deteccdo de cocaina ilicita. Dispositivos baseados nessa enzima poderiam ser utilizados
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em ambientes forenses e de seguranga para identificar a presenca de cocaina de maneira
precisa e eficiente. A especificidade da cocaina esterase para a cocaina a torna uma
ferramenta ideal para a deteccdo de residuos da droga em diversas superficies e amostras
bioldgicas, auxiliando no combate ao trafico e uso ilegal de cocaina.

Portanto, a identificacdio do gene de cocaina esterase em um cluster de
Pseudomonas sp. Laprot 316 abre novas possibilidades tanto para o tratamento de
intoxicagdes quanto para a detecgdo de cocaina, oferecendo esperanga para o
desenvolvimento de tecnologias inovadoras que podem salvar vidas e melhorar a

seguranca publica.
Figura 18: Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Lancacidina C.
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Nota: De autoria propria.

Andlise de sintenia para identificacao dos genes presentes nos BGC responsaveis pela sintese de lancacidina
C. (A) BGC de Pseudomonas sp. Laprot 316. (B) Cepa tipo mais estreitamente relacionada. (C)
Identificagdo dos genes que apresentam semelhangas. As linhas paralelas e verticais indicam a similaridade
entre os genes de acordo com a escala. Os genes na cor cinza, representam genes ndo homoélogos ou com
fun¢do ndo conhecida. Figura gerada em Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/).
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6.5 Genes de degradacgao de metais pesados

Também foi realizada uma anélise genética nas linhagens Acinetobacter seifertii
Laprot 313, Achromobacter xylosoxidans Laprot 314 ¢ Pseudomonas Laprot 316 com o
objetivo de identificar genes relacionados a degradacdo de metais pesados. Os resultados
demonstraram a presenca de genes associados a degradacdo metais (mercurio, cobalto,
zinco, cadmio e arsenato) em todas as linhagens analisadas (Figura 19). No entanto, a
linhagem Achromobacter xylosoxidans Laprot 314 destacou-se, apresentando o maior
nimero de genes especificamente voltados para a degradagdo de mercurio (11 genes).
Esses dados sao relevantes, dado o impacto ambiental do mercurio, que ¢ altamente toxico
e persistente nos ecossistemas. A presenga de genes relacionados a degradacao de metais
pesados sugere um potencial biotecnoldgico promissor para a biorremediacdo de areas
contaminadas por esse metal pesado por essas bactérias.
Figura 19: Comparacao das quantidades de genes relacionado a metabolizagdo de metais

pesados entre A. seifertii Laprot 313, A. xylosoxidans Laprot 314, Pseudomonas sp.
Laprot 316. Observa-se que Achromobacter xylosoxidans tem maior nimero de genes
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associados a degradagao de mercurio, seguido de Acinetobacter seifertii e Pseudomonas
sp.

Nota: Autoria propria
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6.6 Anotacao funcional de genes especializados na degradacio de combustiveis
fosseis

6.6.1 Degradacido de composto aromaticos

Os resultados obtidos para as linhagens Acinetobacter seifertii Laprot 313,
Achromobacter xylosoxidans Laprot 314 e Pseudomonas Laprot 316 revelam um perfil
genético diversificado para processos de degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos. A
detec¢do de genes associados a degradacdo de compostos aromaticos periféricos e
intermediarios (Figura 20) reforca o potencial dessas bactérias para atuar em ambientes
contaminados por petrdleo e seus derivados. Esses genes estao diretamente relacionados
a capacidade de iniciar e conduzir rotas catabdlicas que convertem compostos
recalcitrantes em intermediarios assimildveis, resultando na detoxifica¢do progressiva do
ambiente. A presenca de genes especificos ligados a degradagao de salicilato, 3-
hidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoato, fenol e benzoato evidencia que cada linhagem
possui um repertério metabolico particular, sugerindo estratégias adaptativas distintas
frente a diferentes substratos aromaticos. Essa diversidade genética pode estar associada
a especializagdo ecologica das cepas, refletindo a pressdo seletiva imposta pelos
contaminantes presentes em seus ambientes de origem. De forma comparativa, € possivel
inferir que A. seifertii Laprot 313 apresenta um conjunto mais amplo de genes envolvidos
nas etapas iniciais da oxidag¢do de hidrocarbonetos, o que pode explicar seu melhor
desempenho nos ensaios de degradacdo. Ja A. xylosoxidans Laprot 314 e Pseudomonas
Laprot 316 parecem compartilhar rotas catabolicas complementares, o que sugere que,

em consorcio, essas bactérias poderiam exibir sinergia metabdlica.
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Figura 20: Metabolismo periférico, intermediario e central de aromaticos.
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Nota: O circulo externo mostra as moléculas intermedidrias. O circulo interno em mostra as moléculas
produtos de clivagem (perda do anel aromatico) e desaromatizacdo (ciclicas com perda de ressonancia) que
produzirdo intermediérios para o metabolismo central. Os Quadrados sinalizam as vias metabolicas preditas
no genoma da cepa 313, 314 316.

Virias proteinas envolvidas na degradagao de hidrocarbonetos aromaticos tiveram
seus genes codificadores encontrados nos genomas das bactérias constituintes do
consorcio A3. Estes resultados estdo resumidos na tabela em anexo.

Os compostos aromaticos sao frequentemente empregados em industrias como
petroquimica, téxtil, farmacéutica, plastica e de tintas. Eles podem ser liberados no meio
ambiente por meio desses efluentes industriais (Mohammadi et al 2015). Dentre eles os
BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) atraiu interesse particular. Essas
substancias, que sao feitas de petroleo por meio de reforma catalitica, craqueamento e
pirolise, sdo usadas como solventes e matérias-primas para produzir pesticidas, plasticos
e tecidos sintéticos (Anjum et al 2019;). Os BTEX podem prejudicar o sistema nervoso
central e o sistema respiratorio, colocando em risco a saude humana (Alharbi et al 2018).
Outros compostos aromaticos conhecidos como HPAs sdo constituidos por dois ou mais
anéis de benzeno ligados (Asghari et al 2020). Os HPAs podem ser subdivididos em

HPAs leves (menos de 4 anéis de benzeno) e pesados (mais de 4 anéis de benzeno) com
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base na quantidade de anéis de benzeno (Ahmed, 2021). A maioria dos HPAs, como
benzo [a]pireno (BaP), fenantreno (PHE), pireno (PYR) e antraceno (ANT), sdao usados
como precursores de pesticidas sintéticos, medicamentos, corantes, pigmentos e plasticos,
etc. (Abdel-Shafy e Mansour 2016). Devido a alta toxicidade, potencial de bioacumulagao
e biodegradabilidade, acredita-se que os HPAs representem uma ameaga ao ecossistema
e a saude publica (Asghari et al 2020). Além disso, os BTEX, HPAs e compostos
fenolicos foram identificados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) como substancias potencialmente cancerigenas e poluentes prioritarios
(Thakurta et al 2018). Portanto, ha uma necessidade urgente de abordagens para eliminar
compostos aromaticos no ambiente natural e nas aguas residuais.

A remocdo de compostos aromaticos do ambiente poluido ¢ um desafio
consideravel. Métodos tradicionais de remediagdo fisica e quimica, como adsorc¢do,
floculacdo e oxidagao por substancias quimicas e extra¢ao por solvente, que normalmente
resultam em subprodutos poluentes adicionais e aumentam a despesa do tratamento de
residuos (Mohammadi et al 2015; Senthilvelan et al 2014). As vias de degradacao de
compostos aromaticos podem ser divididas em centrais e periféricas. As vias centrais
incluem processos que levam a incorporag@o de intermedidrios comuns do metabolismo,
como o ciclo de Krebs e a glicolise, permitindo que os microrganismos convertam
compostos aromaticos em produtos que podem ser utilizados para crescimento e energia.
Por outro lado, as vias periféricas sdo mais especificas e muitas vezes envolvem a
degradagdo de compostos aromaticos em etapas que ndo necessariamente se conectam

diretamente as vias centrais (Chen et al 2014) (Figura 20).
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Figura 21: Degradacdo aerdbica microbiana de hidrocarbonetos aromaticos.
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Fonte: Kotoky et al 2022.

6.6.1.1 Via periférica de degradacio de aromaticos

As oxigenases de bactérias sdo uma classe de enzimas oxidorredutases que
facilitam a adi¢@o de oxigénio molecular aos compostos aromaticos. Essas oxigenases sao
classificadas como monooxigenases ou hidroxilases ou oxidases e dioxigenases de fungao
mista. Assim, o primeiro passo da via aerdbica envolve a oxidagdo por monooxigenases
ou por dioxigenases. As enzimas monooxigenases adicionam uma molécula de hidroxila
ao composto quebrando a ligacdo oxigénio-oxigénio de O2 e produzem H>O como um
subproduto. No entanto, as enzimas dioxigenases adicionam duas moléculas de oxigénio
por di-hidroxilag¢do redutiva do anel aromatico, formando os cis-di-hidrodidis. Apods a
oxidagdo inicial por monooxigenases e dioxigenases, diferentes intermedidrios centrais,
como protocatecuatos, catecois, (hidroxi) benzoquinoéis e gentisatos, sdo formados, pela
adic¢do do grupo hidroxila, geralmente na posi¢do orto ou para (Fuchs et al 2011). Embora
as vias metabolicas periféricas para diferentes HPAs sigam um plano de decomposicao
semelhante, o numero de anéis aromaticos do composto original determina os
intermediarios formados e a eficiéncia cinética da via. Os compostos aromaticos
policiclicos superiores sdo inicialmente degradados para os intermedidrios mono e

diaromaticos.
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6.4.1.2 Metabolismo de intermediarios aromaticos centrais

As vias centrais ou inferiores envolvem a desaromatizacdo e a clivagem do anel
de intermediarios centrais formados na via superior para acidos tricarboxilicos. Os
intermediarios centrais formados durante a degradacdo periférica de compostos
aromaticos sdo geralmente catecol ou ndo-catecois como protocatecuato, gentisato e
homogentisato. Os catecois t€ém grupos cis-diidrodidis e os ndo-catecdis sao acidos
carboxilicos aromaticos substituidos por hidroxi. A primeira reagao dessas vias centrais
envolve a desaromatizacdo dos intermediarios centrais seguida por orto-, meta- ou para-
clivagem por enzimas dioxigenases (Ladino-Orjuela et al., 2016). A via orto ou a via -
cetoadipato da degradagdao do catecol envolve a clivagem do anel entre dois grupos
hidroxila, catalisada pela intradiol-dioxigenase catecol 1,2-dioxigenase para cis, cis -
muconato (Setlhare et al., 2019). A meta-clivagem do catecol ¢ catalisada adjacente a um
grupo hidroxila pela extradiol-dioxigenase catecol 2,3-dioxigenase para semialdeido 2-
hidroxi-mucdnico (Suenaga et al 2014). A terceira via, a via de para-clivagem, ¢
encontrada em acidos carboxilicos aromaticos substituidos por hidroxila, onde a clivagem
do anel ocorre entre o atomo de carbono substituido por carboxila e o &tomo de carbono
hidroxilado adjacente, como no gentisato pela 2,3-gentisato dioxigenase (Romero-Silva
et al., 2013). O protocatecuato, outro intermedidrio central, pode sofrer trés modos
diferentes de degradagdo prescritos pela estrutura quimica: (1) clivagem intradiol
produzindo acido 3-carboxi-cis, cis-mucdnico pela protocatecuato 3,4-dioxigenase de P.
putida; (2) clivagem extradiol proximal produzindo semialdeido 2-hidroxi-5-
carboximuconico catalisado pela protocatecuato 4,5-dioxigenase, melhor caracterizada
na cepa SYK-6 de Sphingobium sp.; e (3) clivagem extradiol distal produzindo
semialdeido  2-hidroxi-4-carboximucdnico catalisado pela protocatecuato 2,3-
dioxigenase, relatada na cepa JJ-1b de Paenibacillus sp. (Becker e Wittmann 2019). Esses
intermediarios sdo entdo metabolizados em 4acido tricarboxilico que entra na via central

do carbono.
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6.7 Degradacio de hidrocarbonetos alifaticos

Ao analisar as linhagens Acinetobacter seifertii Laprot 313 e Pseudomonas Laprot
316 na plataforma KEGG, foi possivel identificar a presenca da via completa de alkB
(Figura 22 Circulo vermelho). Assim como a identificagdo completa da via de degradagao
de 4cidos graxos o que € esperado ja que durante o processo de degradacdo de n-alcanos,
enzimas convertem estes componentes em intermediario como o acil-CoA. Um dos
processos descritos em condi¢des aerdbicas, inicia com hidroxilagio da regido N-terminal
dos n-alcanos catalisada por alcano monooxigenase (EC NUMBER: 1.14.15.3), em
seguida, a molécula resultante ¢ oxidada pelas enzimas alcool desidrogenase (EC
NUMBER: 1.1.1.1) e aldeido desidrogenase (EC NUMBER: 1.2.1.3), o 4cido carboxilico
resultante sera substrato para a acil-CoA sintetase (EC NUMBER: 6.1.2.3) , o acil-CoA
resultante entra na via de -oxidagdao (Wentzel et al 2007). Quatro reagdes catalisadas por
enzimas constituem a primeira etapa da oxidagdo de acidos graxos. Primeiro, a
desidrogenacao da acil-CoA graxo produz uma ligagao dupla entre os atomos de carbono
alfa e beta (C-2 e C-3) produzindo uma trans-A 2 -enoil-CoA, mediada pela enzima Acil-
CoA desidrogenase (EC NUMBER:1.3.8.7 e EC NUMBER: 1.3.8.6). Em seguida, ocorre
uma reagdo de hidratagdo na ligacdo dupla de trans-A 2 -enoil-CoA para formar o
estereoisomero L da [-hidroxil-CoA, catalisada pela Enoil-CoA hidratase (EC
NUMBER: 4.2.1.17). No terceiro passo, a L-pB-hidroxil-CoA ¢ desidrogenada para formar
Beetoacil-CoA pela acao da B- hidroxil CoA desidrogenase (EC NUMBER: 1.1.1.35). O
quarto e ultimo passo do ciclo da B-oxidacdo ¢ catalisada pela acil-CoA-acetil transferase
(EC NUMBER: 2.3.1.16) mas comumente chamada de tiolase, que promove a reacdo de
B-cetoacil-CoA com uma molécula de coenzima A livre para separar o fragmento de dois
carbonos da extremidade carboxilica do 4cido graxo original como acetil-CoA. O outro
produto ¢ tioéster de coenzima A do acido graxo agora encurtado em dois atomos de
carbono (Nelson e Cox, 2014). Todas enzimas foram identificadas no genoma de Laprot
313 e Laprot 316, assim podendo presumir que os alcanos assimilados convertidos a acil-
CoA estdo participando desta rota metabolica. A linhagem A. xylosoxidans 316
apresentou a via completa da beta oxidacdo porém ndo foi identificado os genes al/kB

(Figura 22 C)
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Figura 22: Genes identificados da via de degradacdo de alcanos e acidos graxos. Inserir
na legenda os itens A, B e C com suas respectivas linhagens.
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Nota: Ao analisar o genoma das linhagens 313, 314 e 316, observou-se uma diferenca na presenga do gene
alkB, que codifica a enzima alcano monooxigenases, enquanto as linhagens A e C apresentaram o gene
alkB EC NUMBER: 1.14.15.3 (destacado em vermelho), a cepa B ndo exibiu esse gene, apesar de possuir

os demais genes da via metabodlica de degradacao de alcanos (destacados em verde).

A alcano monooxigenase (al/kB) desempenha um papel fundamental na

hidroxila¢do de alcanos, etapa crucial para a degradacdo desses compostos. A auséncia

desse gene na linhagem A. xylosidans sugere que essa linhagem pode utilizar vias

alternativas ou enzimas diferentes para iniciar o processo de degradacdo de

hidrocarbonetos alifaticos. Embora a linhagem 314 ndo possua o gene alkB, a presenca

dos demais genes da via metabdlica indica que essa linhagem ¢ capaz de degradar alcanos

por meio de outras enzimas ou rotas metabolicas. A identificacdo do gene al/kB nas

linhagens 313 e 316 refor¢a a importancia dessa enzima na degradacdo de alcanos e

evidencia a diversidade genética entre as linhagens.

A andlise revelou também a presenga de outras monooxigenases como, CYP

450(citocromo p450 hidroxilase) na linhagem 313 (Figura 23), /ladA (monooxigenase
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flavina-dependente) para linhagem 313 e 316 (Figura 24), e a almA (monooxigenases de
ligacdo a FAD) apenas na linhagem 314 (Figura 25). Vale ressaltar que, apesar de esses
genes terem sido preditos, ndo foram categorizados em subsistemas devido a auséncia
dessa classificacdo nos bancos de dados.

Enzimas do citocromo P450 hidroxilase sdo uma superfamilia de proteinas
contendo heme-tiolato nomeadas em homenagem ao estado caracteristico do complexo
reduzido ligado ao monodxido de carbono (CO) que exibe uma banda maxima de absorgao
UV-visivel a 450 nm, devido ao grupo de ferro heme estar ligado a apoproteina por meio
de uma cisteina conservada axial (Guengerich 2018). As enzimas CYP sdo proteinas P450
de classe I que requerem a presenga de um sistema de proteina de entrega de elétrons
(ferredoxina e proteina ferredoxina redutase). As enzimas do citocromo P450 da familia
CYP153 sdo as primeiras enzimas P450 soltiveis que exibem especificamente atividade
de hidroxilacdo em direcdo a posicao terminal de alcanos (Scheps et al 2011). Vérias
linhagens bacterianas que degradam os alcanos C5 — C10 contém alcano hidroxilases que

pertencem a uma familia distinta citocromo P450 hidroxilase (Rojo 2009).

Figura 23: Cluster onde foi identificado o gene CYP (citocromo P450 hidroxilase) na
linhagem Laprot 313

46020 53894.
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Fonte: autoria propria

Nota: 1- Regulador transcricional, familia AcrR; 2-Proteina hipotética; 3- Proteina do elemento movel; 4-
Ferredoxina redutase; 5- citocromo P450 hidroxilase; 6- Ferredoxina 2Fe-2S; 7- Regulador transcricional,
familia AraC; 8- Proteina de fun¢do desconhecida DUF208 e 9- Proteina do elemento médvel.

As linhagens 313 e 316 apresentaram um gene (/adA) para hidroxilase de alcano
de cadeia longa. Esta enzima oxida os alcanos C 15 — C 36, gerando os alcoois primarios
correspondentes (Feng et al., 2007). A estrutura cristalina da ladA foi identificada,
revelando que a /adA pertence a familia da luciferase bacteriana, que ¢ uma oxigenase
dependente de flavina de dois componentes (Li et al 2008). Acredita-se que a ladA oxide
alcanos por um mecanismo semelhante ao de outras monooxigenases de flavoproteina, e
sua capacidade de reconhecer e hidroxilar alcanos cadeias longas provavelmente resulta

da maneira como captura o alcano (L1 et al 2008).
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Figura 24: Cluster onde foi identificado o gene ladA (monooxigenase flavina-
dependente) nas linhagens Laprot 313 e 316.
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Fonte: autoria propria

Nota: A (Laprot 313):1- Proteina hipotética; 2- Proteina E da membrana externa; 3- Regulador
transcricional, familia AcrR; 4- Monooxigenase de ligacdo a flavina; 5- Hidrolase, familia de dobras
alfa/beta; 6- Fitoil-CoA dioxigenase; 7- Canal de potassio osmossensivel histidina quinase KdpD; 8-
Regulador de resposta transcricional de dois componentes, familia LuxR. B: (Laprot 316): 1- Enoil-
CoA hidratase; 2- Regulador transcricional, familia LysR; 3- Nitroredutase; 4- Monooxigenase de
ligagdo a flavina; 5- Helicase de DNA dependente de ATP RecQ; 6- Fosfoenolpiruvato carboxiquinase.

Figura 25: Cluster onde foi identificado o gene almA (Monooxigenases de ligagdo a
FAD (almA) na linhagem 314
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Fonte: autoria propria

Nota: 1-Receptor dependente de TonB; 2- Proteina hipotética; 3- Monooxigenase flavina dependente; 4-
Proteina putativa da membrana interna; 5- Proteina transportadora de aminoécidos de cadeia ramificada
azlC; 6- Aminoacido aminotransferase de cadeia ramificada; 7- proteina ndo caracterizada; 8- alternativa
Diidrofolato redutase e 9- Hidrolase, familia de dobras alfa/beta funcionalmente acoplada a
fosforibuloquinase.

Biorremediacdo ¢ uma técnica que utiliza organismos vivos, como bactérias, para
degradar ou neutralizar contaminantes ambientais. Dentro desse contexto, consorcios
bacterianos, que sdo comunidades de diferentes espécies bacterianas trabalhando em

conjunto, tém se mostrado particularmente eficazes. Isso se deve a sinergia entre as
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diferentes capacidades metabdlicas das linhagens que compdem o consorcio. Neste
cenario, linhagens bacterianas com diversas monoxigenases, como CYP, alkB, ladA e
almA, desempenham papéis cruciais na degradacdo de hidrocarbonetos, especificamente
alcanos. As monoxigenases sdo enzimas que catalisam a incorporacdo de um atomo de
oxigénio em moléculas orginicas, um passo inicial essencial na biodegradaciao de muitos
compostos, incluindo os alcanos. Diferentes monoxigenases tém diferentes
especificidades e mecanismos de agdo, proporcionando uma cobertura ampla e eficiente
na degradacdo de uma variedade de alcanos. Nesse contexto, o co-metabolismo ¢ um
fenomeno importante, onde a degradacdo de um composto ¢ facilitada pela presenca de
outro composto que serve como fonte primdria de carbono e energia. Dentro de um
consoércio bacteriano, diferentes linhagenss podem utilizar diferentes hidrocarbonetos
como substratos primarios, enquanto degradam co-metabolicamente outros
contaminantes presentes. Isso ¢ essencial em ambientes poluidos com uma mistura
complexa de hidrocarbonetos, onde a diversidade metabolica das linhagens no consoércio
garante uma degradacdo mais eficiente e completa dos contaminantes. A interagao
sinérgica entre as espécies bacterianas com diferentes monoxigenases permite que o
consorcio atue em uma ampla gama de alcanos, desde os de cadeia curta até os de cadeia
longa (Figura 26). Cada linhagem contribui com sua especialidade enzimatica, resultando
em uma degradagdo mais rapida e eficiente dos contaminantes. Por exemplo, enquanto
uma linhagem pode iniciar a degradagdo de um alcano de cadeia longa, outra pode

completar o processo degradando os intermedidrios formados.
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Figura 26: Predi¢do de degradagdo de alcanos pelas linhagens Acinetobacter seifertii
Laprot 313, Achromobacter xylosoxidans Laprot 314 e Pseudomonas Laprot 316
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Nota: alcanos sdo degradados por meio de uma sucessao de etapas de oxidagdo que levam a beta-oxidagao
e, consequentemente, a entrada da acetil coenzima A (acetil-CoA) no ciclo do acido citrico. A primeira
etapa de oxidagao ¢ a hidroxilagdo terminal inicial das cadeias de alcano, que pode ser realizada por enzimas
pertencentes a diferentes familias, geralmente dependendo do comprimento da cadeia de alcano.
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6.8 Distribuicdo genémica de vias de degradacio de hidrocarbonetos aromaticos e
alifaticos: abordagem baseada em mapa de calor"

A identificac¢do de variados genes de degradagdo para hidrocarbonetos aromaticos
intermediarios como catecol, gentisato, protocatecol, homogentisato e benzoil-CoA nas
linhagens Acinetobacter seifertii Laprot 313, Achromobacter xylosoxidans Laprot 314 e
Pseudomonas sp Laprot 316, demonstra a complexidade e a adaptabilidade dos
microrganismos na degradacdo desses compostos. A degradacdo de hidrocarbonetos
aromaticos ndo ¢ uma tarefa simples, e a eficiéncia desse processo muitas vezes depende
da interagao entre diferentes microrganismos. A utilizacdo de consércios microbianos,
como os formados pelas linhagens 313, 314 e 316, tem se mostrado eficaz na degradagao
de hidrocarbonetos, isso se deve a sinergia entre as diferentes linhagens, que podem
complementar as deficiéncias metabdlicas umas das outras, aumentando a taxa de
degradacao e a diversidade de substratos que podem ser utilizados como fonte de carbono
e energia. Essa diversidade metabodlica enriquece o entendimento sobre os processos
biolégicos de degradacdo, mas também oferece um caminho promissor para a aplicagdo
de biotecnologia na remediacdo ambiental. Investir na pesquisa e no desenvolvimento
dessas linhagens pode ser a chave para enfrentar os desafios impostos pela contaminacao
por hidrocarbonetos, promovendo um futuro mais sustentavel.

A identificag@o de genes envolvidos na degradagao de hidrocarbonetos no genoma
das linhagens Acinetobacter seifertii Laprot 313, Achromobacter xylosoxidans Laprot
314 e Pseudomonas Laprot 316, fornece uma compreensdo profunda dos diferentes
papéis dessas linhagens no consorcio. Esses resultados sdo resumidos na Figura 27. A
hidroxilacdo inicial de alcanos ¢ realizada por diferentes bactérias, entre estas, as
hidroxilases do grupo alcano (familia alkB, ladA e CYP153), os genes relacionados a
essas vias sdo mais abundantes nas linhagens, o que se faz coerente, considerando que,
segundo Kaipper et al. (2003), 75% do 6leo diesel € constituido por hidrocarbonetos
alifaticos. A analise do mapa de calor também revelou uma predominancia significativa
de genes associados as vias de degradagdo do benzoato e do butanoato. A via de
degradagdo do benzoato ¢ particularmente relevante, pois o benzoato ¢ um intermediario
central na biodegradacdo de muitos hidrocarbonetos aromaticos, incluindo tolueno e
xilenos. Além disso, a via de degradacao do butanoato, desempenha um papel importante

na conversao de acidos graxos para compostos que prosseguirdo via ciclo de Krebs.
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Figura 27: Mapa de calor da identificacdo de genes envolvidos na degradacao de alcanos
e HPAs.
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A barra de escala vermelha representa o numero de genes para cada via identificada.

6.9 Avaliaciao da Atividade Degradacio de alcanos por Reduc¢io de DCPIP

A reducdo do indicador redox DCPIP é uma metodologia consolidada para
monitorar a atividade metabdlica de microrganismos durante a degradagdo de
hidrocarbonetos, uma vez que sua descoloragdo ¢ proporcional a transferéncia de elétrons
durante a oxidagdo de compostos organicos (Singh et al., 2014; Sarkar et al., 2020). Nesta
pesquisa, o consorcio A3 composto por Acinetobacter seifertii 313, Achromobacter
xylosoxidans 314 e Pseudomonas sp. 316 e suas linhagens isoladas foram avaliados

quanto a capacidade de degradacdo de diferentes fragdes de hidrocarbonetos: Diesel
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comercial (C11-C23) (Figura 28), Diesel puro (C11-C23) (Figura 29), Gasolina (C5—
C12) (Figura 30), e Petréleo cru (C1-C78) (Figura 31).

6.9.1. Reduc¢ao do DCPIP utilizando Diesel Comercial (C11-C23) como substrato

No substrato diesel comercial, a linhagem A. seifertii 313 apresentou o melhor
desempenho, atingindo absorbancia zero no quinto dia de cultivo, evidenciando completa
reducdo do DCPIP e, portanto, alta taxa de degrada¢do. O consdrcio A3 alcangou o
mesmo nivel no sexto dia, enquanto Pseudomonas sp. 316 e A. xylosoxidans 314 nao
conseguiram atingir absorbancia zero apds sete dias de incubag@o. A ordem de eficiéncia
de degradacdao foi: 1° lugar — 313, 2° — A3, 3° — 316, e 4° — 314. O destaque da
linhagem313 pode ser atribuido a presenga combinada dos genes alkB, ladA e cyp,
conferindo-lhe versatilidade para atuar sobre hidrocarbonetos de cadeia média e longa

(Rojo, 2009; Nie et al., 2014).

Figura 28: Ensaio de redu¢do de DCPIP para avaliacdo da atividade de degradacdo do
consorcio A3 e das linhagens isoladas Acinetobacter seifertii 313, Achromobacter
xylosoxidans 314 e Pseudomonas sp. 316 utilizando diesel comercial com substrato.
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6.9.2 Reduc¢ao do DCPIP utilizando Diesel Puro (C11-C23) como substrato.

Resultados similares foram observados no diesel puro. A linhagem 313
novamente se sobressaiu, atingindo absorbancia zero no sexto dia, seguida pelo consoércio

A3, que zerou a absorbancia apenas no sétimo dia. As linhagens 314 e 316, por sua vez,
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ndo conseguiram alcancar esse nivel dentro do periodo experimental. A sequéncia de
desempenho manteve-se: 1° — 313, 2° — A3, 3° — 316, 4° — 314. A menor eficiéncia da
linhagem 314 ¢é coerente com seu perfil enzimatico restrito ao gene a/mA, que atua
preferencialmente sobre alcanos de cadeia longa (WANG & SHAO, 2014), apresentando,
portanto, degradacio mais lenta. E importante destacar que o diesel comercial apresenta
em sua formulacdo uma adi¢do obrigatdria de 13% de biodiesel (CNPE, 2025), o que o
diferencia do diesel puro utilizado nos testes. Essa composi¢ao mista tende a aumentar a
biodisponibilidade dos compostos, especialmente nas fases iniciais do cultivo, devido a
presenca de ésteres metilicos de acidos graxos que sdo, em geral, mais facilmente
metabolizados por diversos microrganismos. Esse fator pode explicar por que as amostras
cultivadas com diesel comercial degradaram mais rapidamente em comparagao ao diesel
puro, reforcando o papel da composicdo do substrato na dinamica da biodegradagdo

microbiana (SILVA et al., 2018).

Figura 29: Ensaio de redu¢do de DCPIP para avaliacdo da atividade de degradacdo do
consorcio A3 e das linhagens isoladas Acinetobacter seifertii 313, Achromobacter
xylosoxidans 314 e Pseudomonas sp. 316 utilizando Diesel puro como substrato.
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6.9.3 Reducio do DCPIP utilizando Gasolina (C5—C12) como substrato.

Na gasolina, composta majoritariamente por hidrocarbonetos de cadeia curta, a
linhagem 313 mais uma vez demonstrou elevada atividade, zerando a absorbancia no

quinto dia. O consorcio A3 atingiu absorbancia zero no sexto dia, enquanto a linhagem
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316 o fez apenas no sétimo dia. A linhagem 314 nao conseguiu completar a reducdo do
DCPIP em sete dias, reforcando sua baixa eficiéncia sobre substratos mais volateis e
biodisponiveis. A sequéncia de desempenho foi: 1° — 313, 2°— A3, 3°—316,4°-314. A
presenga do gene a/kB em 313 e 316, associado a degradagdo de alcanos de cadeia curta
e média (C5—C16), pode justificar o desempenho favoravel dessas linhagens (Van beilen

& Funhoff, 2007).

Figura 30: Ensaio de reducdo de DCPIP para avalia¢ao da atividade de degradagdo do
consorcio A3 e das linhagens isoladas Acinetobacter seifertii 313, Achromobacter
xylosoxidans 314 e Pseudomonas sp. 316 utilizando Gasolina como substrato.
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6.9.4 Reduc¢ao do DCPIP utilizando Petréleo Bruto (C1-C78) como substrato

No caso do petroleo, os resultados foram distintos. Até o terceiro dia, as linhagens
313, 314 e 316 apresentaram niveis de degradagdo semelhantes entre si, todos superiores
a atividade observada no consorcio A3. A partir do quinto dia, a cepa 316 superou as
demais isoladas, atingindo os maiores indices de degradagdo, ao final de sete dias, o
consorcio A3 apresentou a maior redugdo de DCPIP, seguido por 316, 313 e, por tltimo,
314. Nenhuma das amostras isoladas alcangou absorbancia zero, embora o consorcio A3
e a cepa 316 tenham se aproximado desse valor. Esse padrao sugere que, em substratos
mais complexos e heterogéneos como o petroleo, a diversidade metabodlica do consoércio
se torna mais vantajosa, possivelmente por permitir agdes cooperativas e complementares

entre vias de degradacao.
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A avaliagdo por DCPIP mostrou correlacdo clara entre a diversidade de genes
catabolicos e a eficiéncia na degradacdo de diferentes fragdes de hidrocarbonetos. A cepa
313, com trés sistemas oxidativos distintos (alkB, ladA e cyp), demonstrou desempenho
superior em praticamente todos os substratos, exceto no petroleo cru, onde a acdo
cooperativa do consorcio A3 se destacou. J& a limitagdo funcional da cepa 314, restrita
ao gene almA, resultou em desempenho consistentemente inferior. Esses achados
reforcam a importancia de considerar tanto a diversidade enzimatica quanto a sinergia

entre linhagens na formulacdo de consércios microbianos eficazes para biorremediagao.

Figura 31: Ensaio de redugdo de DCPIP para avaliacdo da atividade de degradagdo do
consorcio A3 e das linhagens
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6.10 Degradacio de alcanos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometrias
de massas (GCMS)

Neste estudo, por meio de analises de GC-MS, foi avaliado o consércio bacteriano
A3 composto por Acinetobacter seifertii 313, Achromobacter xylosoxidans 314 e
Pseudomonas sp. 316 bem como o desempenho individual de cada uma dessas linhagens
em cultivos puros. Estudamos a degradacdo do 6leo diesel devido a sua complexidade
quimica e ao impacto ambiental que pode causar, e também o mesmo ser o derivado

obtido em maior quantidade, a partir da destilagdo do petroleo, correspondendo a 35 %
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da composi¢do do petroleo (ANEEL, 2008). Investigar sua degradacdo ¢ fundamental
para desenvolver estratégias eficazes de remediagao.

A andlise por cromatografia gasosa revelou que tanto o consorcio A3 e cultivos
puro das linhagens 313, 314 e 316 apresenta um nivel de ruido inferior ao observado na
linhagem 313 isoladamente (Figura 32). Embora a combinacdo de diferentes linhagens
possa oferecer vantagens sinérgicas na degradacdo de compostos complexos, a presenga
de organismos com menor capacidade degradagdo pode acabar diminuindo a eficacia
conjunta do consdrcio. Um exemplo disso ¢ a cepa 314, que possui apenas o gene almA,
associado a degradagdo de alcanos de cadeia longa. No entanto, sua atividade pode ser
menos eficiente quando comparada as enzimas codificadas pelos genes alkB e ladA. Entre
cultivo das linhagens puras analisadas, a 313 se destacou por apresentar o maior nivel de
ruido no cromatograma, o que sugere uma intensa atividade degradago. Essa linhagem
abriga os genes cyp, alkB e ladA, responsaveis por codificar enzimas chaves para a
degradagdo de hidrocarbonetos (Ho, 2020). A presenga combinada desses genes indica
uma ampla capacidade de atuacao sobre diversos compostos presentes no diesel, o que
resulta na formagao de uma grande variedade de metabolitos observados como ruidos no
cromatograma. Segundo Wang (2022), relata que a presenga desses genes esta fortemente
correlacionada com a degradacdo de hidrocarbonetos. Em contraste, a linhagem 314
apresenta o menor nivel de ruido, reforgando a ideia de uma atividade degradagao mais
limitada. A restricdo pode estar relacionada a presenca unicamente do gene almA
responsavel em degradagdo de alcanos de cadeias mais longas. Estudos indicam que
linhagens com repertorios genéticos mais restritos tendem a apresentar menor eficacia na
degradagdo completa desses compostos (Rojas et al., 2023). Ja a linhagem 316 ocupa uma
posi¢do intermediaria. Com os genes alkB e ladA, ela exibe um nivel ruido um pouco
maior que a 314, sinalizando uma capacidade degradacdo a mais, embora inferior a da
linhagem 313. A auséncia do gene cyp pode ser um dos fatores para esse resultado,
especialmente na degradacdo de compostos aromaticos presentes no diesel, o que reforga
a importancia de um conjunto genético diversificado para um desempenho degradacdo

mais abrangente.
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Figura 32: Cromatograma obtido ap6s 7 dias de cultivo das amostras do consorcio A3 e
das linhagens isoladas Acinetobacter seifertii 313, Achromobacter xylosoxidans 314 e
Pseudomonas sp. 316 na presenca de diesel como substrato.
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O consorcio degradou 75% dos alcanos presentes no diesel, entretanto, a linhagem
313 isolada apresentou uma taxa de degradagao superior, alcangando 80%. As linhagens
314 e 316, quando isoladas, degradaram 22% e 32% dos alcanos, respectivamente (Figura
33). A maior eficiéncia da linhagem 313 isolada pode ser atribuida a presenca de genes
como CYP, AlkB ladA que codificam enzimas chaves envolvidas na oxidagao de alcanos.
A reducdo na eficiéncia de degradacdo observada no consorcio pode ser resultado de
interagdes antagonistas entre as linhagens, embora consorcios bacterianos possam
apresentar sinergismo na degradacdo de compostos complexos, a competicao por recursos
e a produgdo de metabdlitos inibitdrios podem comprometer o desempenho coletivo. Por
exemplo, a producdo de biossurfactantes por umas das linhagens pode alterar a
disponibilidade de hidrocarbonetos, afetando a atividade de outras bactérias no consércio

(Schleheck 2003).
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Figura 33: Degradacdo de alcanos totais do oleo diesel pelo consorcio A3 e suas
linhagens constituintes.
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Nota: Teste de comparagdes multiplas de Tukey para a degradagéo de diesel (%) por diferentes
bactérias. Diferencas significativas (p <0,01) indicam variagdes estatisticamente relevantes entre os grupos,
enquanto "ns" indica auséncia de diferenca significativa

Esses resultados indicam que a linhagem 313, apresenta uma capacidade
significativamente superior de degradacdo de diesel, conforme demonstrado pelos ensaios
com DCPIP e espectrometria de massas. Essa evidéncia destaca ndo apenas o potencial
individual da linhagem 313, mas também levanta consideragcdes importantes sobre a
dinamica do consdrcio microbiano como um todo. Consoércios microbianos sdo formados
com o objetivo de aproveitar as capacidades complementares e sinergéticas entre
diferentes microrganismos, maximizando a eficiéncia de processos complexos como a
biorremediacdo. Com tudo, o sucesso desse tipo de abordagem depende
fundamentalmente do conhecimento detalhado das propriedades de cada espécie
envolvida. Espécies com metabolismos eficientes para determinados compostos podem
atuar como linhagens dominantes do consorcio, enquanto outras podem contribuir com
funcdes acessorias, como a degradacdo de subprodutos, a producdo de biossurfactantes
ou a promoc¢ao do crescimento microbiano por meio de interagcdes cooperativas. Um
exemplo claro dessa dinamica foi demonstrado em um estudo no qual consoércios
compostos por Pseudomonas spp. € Pseudarthrobacter sp. foram os géneros dominantes

nos consorcios degradadores de fenantreno (Naloka et al., 2024).
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A linhagen 313 apresenta um genoma consideravelmente menor em comparagao
as linhagens 314 e 316, o que pode estar diretamente associado a sua elevada taxa de
degradagdo observada tanto na analise por DCPIP quanto por GC-MS. A menor
complexidade genomica da linhagen 313 pode conferir vantagens metabolicas
expressivas, como uma maior eficiéncia na expressao de genes relacionados a degradacao
de compostos organicos, especialmente hidrocarbonetos.

Genomas menores geralmente estao associados a uma organizagdao mais enxuta e
funcional, com menor carga de elementos genéticos redundantes ou reguladores que
podem retardar respostas celulares. Isso permite que a célula direcione seus recursos de
forma mais eficaz para processos essenciais, como crescimento e catabolismo. No
contexto da degradacao, essa eficiéncia metabdlica pode se traduzir em uma resposta mais
rapida e direta aos substratos presentes no meio, resultando em maior consumo de
compostos € consequente aumento da taxa de degradagdo. Além disso, o crescimento
celular acelerado da Linhagem 313 também pode ser uma consequéncia do seu genoma
mais simples. Com menos genes a serem transcritos e traduzidos, a célula reduz o custo
energético associado a manutencao do genoma e pode alocar mais energia para divisao
celular e produgdo de enzimas degradadoras. Assim, a menor complexidade do genoma
da Linhagem 313 pode favorecer sua adaptacdo a ambientes contaminados, mas também
pode ser considerada um fator determinante para sua elevada performance na degradacao
de poluentes, conforme evidenciado pelos ensaios realizados.

Essa interpretagdo estd em consonancia com o relato de Chuckran et al., (2021),
que demonstram a relacdo entre o tamanho do genoma de bactérias e suas estratégias
metabdlicas, abordando que o tamanho do genoma das bactérias de vida livre pode ser
reduzido por um processo denominado racionalizagdo gendmica, em que a limitagdo de
nutrientes seleciona genomas menores como forma de reduzir o custo de reprodugao,
assim como genomas simplificados estdo associados a uma série de caracteristicas que
também reduzem os custos reprodutivos, mais notavelmente um menor contetdo de GC
(que reduz as necessidades de nitrogénio e ¢ menos dispendioso de sintetizar), menos
genes reguladores (especificamente aqueles que codificam fatores o), regioes espagadoras
intergénicas menores.

Os genes de tRNA desempenham papel central no processo de traducao proteica,
sendo responsaveis por transportar aminoacidos durante a sintese de proteinas. Um
repertorio mais amplo de tRNAs pode favorecer uma traducdo mais eficiente e rapida,

especialmente quando o perfil de tRNAs corresponde bem a frequéncia de codons
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utilizada nos genes da cepa (Ran e Higgs, 2012). Isso ¢ particularmente vantajoso em
situagdes que exigem rapida producdo de proteinas funcionais, como enzimas envolvidas
na degradacdo de compostos organicos complexos, incluindo hidrocarbonetos do diesel.
Essa combinagdo de genoma menor, com um conjunto de tRNAs relativamente completo,
sugere que a Linhagem Laprot 313 estd geneticamente preparada para crescer
rapidamente e responder de forma eficaz a presenga de substratos complexos, como 0s
hidrocarbonetos presentes no diesel.

No caso do consodrcio A3, a linhagen 313 claramente se destaca por sua habilidade
de degradar alcanos alifaticos presentes no diesel, sugerindo que ela desempenha um
papel central no processo de degradagdo de hidrocarbonetos, no entanto, a presenca das
linhagens 314 e 316 nao deve ser desconsiderada, ja que elas podem oferecer funcdes
auxiliares, como a modula¢do do ambiente microbiano ou a degradacdo de fragdes
especificas do que ndo sdo metabolizadas pela 313.

Ainda ¢ necessario continuar investigando o desempenho do consércio bacteriano
A3, composto pelas linhagens Acinetobacter seifertii 313, Achromobacter xylosoxidans
314 e Pseudomonas sp. 316, visando compreender as possiveis sinergias e limitagdes que
emergem da interacdo entre esses microrganismos. Nesse contexto, o estudo individual
das linhagens torna-se uma ferramenta essencial para prever possiveis interagdes
negativas dentro do consorcio, como competi¢ao por nutrientes, produgdo de compostos
inibitérios ou ineficiéncia na partilha de subprodutos metabdlicos fatores que podem
comprometer o desempenho coletivo na degradagdo de hidrocarbonetos. Dentre as
linhagens avaliadas, torna-se fundamental investigar de forma isolada a linhagen
Acinetobacter seifertii 313, uma vez que os dados obtidos indicam que essa bactéria
apresenta um desempenho superior na degradagao de alcanos do diesel quando cultivada
isoladamente, em comparacdo ao seu desempenho dentro do consoércio. Essa observagao
sugere que as interagdes com as demais linhagens podem estar limitando seu potencial
degradativo.

A elevada eficiéncia do género Acinetobacter na degradacao de diesel ¢
amplamente documentada na literatura. Por exemplo, Acinetobacter pittii ED1 foi capaz
de degradar 68,61% do diesel em apenas sete dias, atingindo mais de 90% apos 21 dias
de incubagdo. Da mesma forma, Acinetobacter sp. Y2 alcangou taxas de degradacao de
até 80% em 10 dias (Dohare, 2024; Luo, 2013; Ho, 2020). Esses dados refor¢am o papel
de Acinetobacter como um grupo funcionalmente dominante na biorremediacdo de

ambientes contaminados com hidrocarbonetos. Diante disso, torna-se imprescindivel
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aprofundar a compreensao dos mecanismos moleculares e enzimaticos que conferem a
linhagem 313 essa alta capacidade de degradacdo. Esse entendimento mecanicista
permitird ndo apenas confirmar sua contribuicdo especifica, mas também otimizar a
formulag¢do do consorcio, ajustando a propor¢do das linhagem ou selecionando novos
parceiros microbianos que potencializem ainda mais o desempenho coletivo, a
investigacdo aprofundada da cepa 313 representa um passo estratégico tanto para o
aprimoramento do consércio A3 quanto para o avango das estratégias microbianas

aplicadas a biorremediagao de areas impactadas por derramamentos de diesel.

6.10.1 Especificidade de degradacio de n-Alcanos por Bactérias Isoladas

A degradacdo de n-alcanos por microrganismos ocorre por vias metabdlicas bem
caracterizadas, geralmente iniciadas pela oxidagdo terminal catalisada por
monooxigenases € alcano-hidroxilases, cuja atividade estd diretamente relacionada a
especificidade pelo comprimento da cadeia dos alcanos (Rojo, 2009). Essa preferéncia
varia conforme a expressdo génica, a composicdo da membrana celular, a adaptagdo e a
disponibilidade de substrato. Neste estudo, os dados indicam que o consércio A3 e as
linhagens isoladas Acinetobacter seifertii 313, Achromobacter xylosoxidans 314 e
Pseudomonas sp. 316 apresentaram maior eficiéncia na degradacdo de alcanos de cadeia
intermediaria a longa (C18—C26). Esse padrao ¢ consistente com relatos anteriores sobre
microrganismos adaptados a ambientes contaminados com petrdleo, nos quais
predominam hidrocarbonetos de alto peso molecular. Os resultados sugerem que a
afinidade enzimatica e a adaptacao fisiologica dessas bactérias favorecem a utilizacao de
alcanos médio e longos como fonte de carbono.

A andlise dos perfis de degradagdo revelou que o consorcio A3 demonstrou
elevada eficiéncia na degradacdo dos alcanos C25 (83%) e C18/C21 (82%), evidenciando
um comportamento sinérgico entre as linhagens que o compdem. Essa eficiéncia pode ser
explicada pela complementaridade metabdlica, em que uma bactéria inicia a degradacao
do composto e outras consomem os intermedidrios gerados, otimizando o processo de
mineralizacdo (Prince et al., 2010; Jain et al., 2020). Tal estratégia ¢ frequentemente
observada em consorcios microbianos aplicados a biorremediacdo de hidrocarbonetos
complexos. Entre as linhagens isoladas, Acinetobacter seifertii 313 destacou-se pela
elevada degradagdo dos alcanos de cadeia longa C26 e C25 (acima de 89%). Esse
desempenho estd de acordo com a literatura sobre Acinetobacter spp., que possuem

alcano-hidroxilases do tipo A/kB, especialmente eficazes em substratos de 16 a 26
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carbonos (WHYTE et al., 2002). A atividade significativa sobre C12 também sugere que
essa linhagem expressa multiplos sistemas enzimaticos com diferentes especificidades de
substrato.

Achromobacter xylosoxidans 314, embora menos estudada em biorremediagao,
apresentou preferéncia por alcanos de cadeia longa, como C26, além de atividade sobre
C18 e C16. Essa tendéncia pode estar relacionada a menor eficiéncia enzimatica frente a
substratos de cadeia curta, favorecendo o metabolismo de compostos mais longos.
Estudos anteriores ja relataram sua presenca em ambientes contaminados por petroleo
(Abdel-Megeed et al 2018).

Por fim, Pseudomonas sp. 316 demonstrou elevado desempenho na degradacao
dos alcanos C23, C18 e C26, o que estd em consonancia com a capacidade metabdlica
amplamente documentada do género Pseudomonas. Essa bactéria possui genes como
alkB e ladA, que codificam alcano-hidroxilases com alta afinidade por alcanos de cadeia
média a longa (Van Beilen & Funhoff, 2007). Além disso, sua habilidade na formagao de
biofilmes e no transporte de compostos hidrofébicos facilita a absor¢ao e metaboliza¢ao

dos hidrocarbonetos.

Figura 34: Degradagdo de n-alcanos com diferentes comprimentos de cadeia.
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A degradagdo de n-alcanos com diferentes comprimentos de cadeia esta
diretamente relacionada as propriedades fisico-quimicas dos compostos e as estratégias
fisiologicas adotadas pelos microrganismos. Alcanos de cadeia média (C12—C16) tendem
a ser mais biodisponiveis, pois apresentam maior solubilidade relativa e difundem-se com
mais facilidade através da membrana celular. No entanto, sua maior volatilizacdo pode
reduzir a concentragao disponivel ao longo de experimentos prolongados. Por outro lado,
alcanos de cadeia longa (C18—C26) sao mais hidrofobicos e, portanto, menos acessiveis
sem a presenca de mecanismos especializados, como a produ¢ao de biossurfactantes e a
formagao de biofilmes, processos bem estabelecidos em géneros como Pseudomonas e
Acinetobacter (Cameotra e Makkar 2004). Em relagdo a preferéncia por alcanos pares ou
impares, nao foi identificado um padrao estereoquimico consistente, o que estd de acordo
com estudos anteriores que também ndo observaram seletividade significativa (Yassine

et al., 2014).

7 CONCLUSAO

A presente pesquisa apresentou uma abordagem integrada de identificagdo,
caracterizagcdo genOmica, funcional e experimental de trés linhagens bacterianas isoladas
de ambientes contaminados por hidrocarbonetos: Acinetobacter seifertii (313),
Achromobacter xylosoxidans (314) e Pseudomonas sp. (316). As analises realizadas
demonstraram o potencial biotecnoldgico dessas linhagens para aplicagdo em processos
de biorremediacao, especialmente em areas impactadas por derramamentos de diesel e
petréleo, com destaque para a performance superior das linhagens 313.

A partir das analises gendmicas, foi possivel observar que as trés linhagens
possuem uma ampla variedade de genes associados a degradacdo de hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos, com énfase para os sistemas monooxigenases alkB, ladA, almA e
CYP450, fundamentais na etapa inicial de oxidacdo dos compostos hidrofobicos. A
distribuicdo e diversidade desses genes reforcam a especializagdo metabdlica das
linhagens, evidenciada também pela analise funcional via anotagdao automatica em
plataformas como RAST e KEGG, que destacaram rotas completas para degradacao
aerdbica de alcanos e compostos aromaticos. A andlise filogendomica pela plataforma
TYGS revelou que as linhagens 313 e 314 estdo bem delimitadas dentro de suas
respectivas espécies, mas a linhagem 316, do género Pseudomonas, apresentou baixa
identidade ANI e valores de dDDH abaixo de 70% em relagdo as espécies tipo mais

préximas, indicando tratar-se de uma potencial nova espécie. Esse dado € sustentado ndo
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apenas pelas evidéncias filogenomicas, mas também pelo nimero elevado de proteinas
exclusivas (singletons) observadas na analise comparativa, que apontam para uma
diversificacdo gendmica compativel com linhagens adaptadas a nichos ecologicos
particulares.

Do ponto de vista experimental, os testes de degradacao realizados com DCPIP e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas mostraram que a linhagem
313 (A. seifertii) obteve desempenho superior em relagcdo as demais, degradando de forma
eficiente alcanos de C11 a C26, com destaque para a degradacao de alcanos longos como
C25 e C26, normalmente mais recalcitrantes. A cepa 314 demonstrou taxas menor
enquanto a cepa 316 apresentou resultados intermediarios. Esses dados confirmam nao
apenas a viabilidade das linhagens como agentes degradadores, mas também sugerem
vantagens na combinagdo de consorcio dessas linhagens para maximizar a eficiéncia em
condigdes ambientais complexas.

Como perspectivas futuras, destaca-se a necessidade de avangar na caracterizagao
funcional de proteinas exclusivas, em especial as identificadas na linhagem, 316, que
podem representar novas enzimas ou rotas metabolicas ndo descritas. Além disso, ha um
potencial promissor na aplicagdo de genes de degrada¢do de hidrocarbonetos no
desenvolvimento de biossensores microbianos para monitoramento ambiental em tempo
real. No entanto, para isso, ¢ essencial a caracterizacdo de elementos regulatorios e
promotores, bem como realizar validagdoes em condi¢des ambientais reais.

Este estudo evidencia o valor das andlises gendmicas aliadas a testes
experimentais para o entendimento aprofundado da biodegradacdo de hidrocarbonetos.
As linhagens 313, 314 e 316 demonstram potencial diferenciado, sendo a linhagem 313
a mais promissora em desempenho acima do proprio consorcio A3, enquanto a linhagem
316 apresenta singularidade filogendmica com potencial biotecnoldgico inexplorado.
Esses achados abrem caminho para aplicagdes praticas na remediagdo de dareas
contaminadas e para o desenvolvimento de ferramentas bioengenheiradas mais eficazes

para o monitoramento e mitigacao da polui¢cdo por derivados de petrdleo.
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9 ANEXO

Lista de genes relacionados ao metabolismo de composto aromaticos

Acinetobacter seifertii Laprot 313.

Category Subcategory Subsystem Role
Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Quinate degradation 3-dehydroshikimate
Compounds catabolism of aromatic dehydratase

compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Quinate degradation

3-dehydroquinate
dehydratase II (EC
4.2.1.10)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Quinate degradation

3-dehydroquinate
dehydratase I (EC 4.2.1.10)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Quinate degradation

Quinate/shikimate
dehydrogenase
[Pyrroloquinoline-quinone]
(EC 1.1.99.25)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Salicylate ester
degradation

Salicylate hydroxylase (EC
1.14.13.1)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

Benzoate 1,2-dioxygenase
beta subunit (EC
1.14.12.10)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic

Benzoate degradation

1,2-dihydroxycyclohexa-
3,5-diene-1-carboxylate

compounds dehydrogenase (EC
1.3.1.25)
Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Benzoate degradation Benzoate 1,2-dioxygenase
Compounds catabolism of aromatic alpha subunit (EC
compounds 1.14.12.10)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

Benzoate 1,2-dioxygenase,
ferredoxin reductase
component

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

benzoate MFS transporter
BenK

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

benABC operon
transcriptional activator
BenR

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

benzoate-specific porin

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

Benzoate transport protein

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

p-Hydroxybenzoate
degradation

4-hydroxybenzoate
transporter

Metabolism of Aromatic

Peripheral pathways for

p-Hydroxybenzoate

P-hydroxybenzoate

Compounds catabolism of aromatic degradation hydroxylase (EC 1.14.13.2)
compounds

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Phenol hydroxylase Phenol hydroxylase, P3

Compounds catabolism of aromatic oxygenase component
compounds DmpN (EC 1.14.13.7)

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Phenol hydroxylase Phenol hydroxylase,

Compounds catabolism of aromatic assembly protein DmpK
compounds

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Phenol hydroxylase Phenol hydroxylase, P2

Compounds catabolism of aromatic regulatory component
compounds DmpM (EC 1.14.13.7)

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Phenol hydroxylase Phenol hydroxylase, P4

Compounds

catabolism of aromatic
compounds

oxygenase component
DmpO (EC 1.14.13.7)
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Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Phenol hydroxylase Phenol hydroxylase, P1

Compounds catabolism of aromatic oxygenase component
compounds DmpL (EC 1.14.13.7)

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Phenol hydroxylase Phenol hydroxylase, FAD-

Compounds catabolism of aromatic and [2Fe-2S]-containing
compounds reductase component

DmpP

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Chloroaromatic 3-oxoadipate CoA-

Compounds catabolism of aromatic degradation pathway transferase subunit B (EC
compounds 2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Chloroaromatic Beta-ketoadipyl CoA

Compounds catabolism of aromatic degradation pathway thiolase (EC 2.3.1.-)
compounds

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Chloroaromatic Beta-ketoadipate enol-

Compounds catabolism of aromatic degradation pathway lactone hydrolase (EC
compounds 3.1.1.24)

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Chloroaromatic 3-oxoadipate CoA-

Compounds catabolism of aromatic degradation pathway transferase subunit A (EC

compounds

2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic

Metabolism of central

Salicylate and gentisate

Gentisate 1,2-dioxygenase

Compounds aromatic intermediates catabolism (EC1.13.114)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Maleylacetoacetate

Compounds aromatic intermediates catabolism isomerase (EC 5.2.1.2)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Fumarylacetoacetase (EC

Compounds aromatic intermediates catabolism 3.7.1.2)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Putative n-hydroxybenzoate

Compounds aromatic intermediates catabolism hydroxylase

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate 4-hydroxybenzoate

Compounds aromatic intermediates catabolism transporter

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Fumarylacetoacetate

Compounds aromatic intermediates catabolism hydrolase family protein

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Salicylate hydroxylase (EC

Compounds aromatic intermediates catabolism 1.14.13.1)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | Muconolactone isomerase

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway (EC5.3.34)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | 3-oxoadipate CoA-

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway transferase subunit B (EC
2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | Beta-ketoadipate enol-

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway lactone hydrolase (EC
3.1.1.24)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | 3-oxoadipate CoA-

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway transferase subunit A (EC
2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | Muconate cycloisomerase

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway (EC5.5.1.1)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | Catechol 1,2-dioxygenase

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway (EC1.13.11.1)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

Pca regulon regulatory
protein PcaR

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

3-oxoadipate CoA-
transferase subunit B (EC
2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

Beta-ketoadipate enol-
lactone hydrolase (EC
3.1.1.24)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

Protocatechuate 3,4-
dioxygenase beta chain (EC
1.13.11.3)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

3-oxoadipate CoA-
transferase subunit A (EC
2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

dicarboxylic acid
transporter PcaT
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Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

3-carboxy-cis,cis-muconate
cycloisomerase (EC
5.5.1.2)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

Beta-ketoadipyl CoA
thiolase (EC 2.3.1.-)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

PhaK-like protein

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

Protocatechuate 3,4-
dioxygenase alpha chain
(EC1.13.11.3)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

4-carboxymuconolactone
decarboxylase (EC
4.1.1.44)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Gentisate degradation

Gentisate 1,2-dioxygenase
(EC1.13.114)

Metabolism of Aromatic

Metabolism of Aromatic

Gentisate degradation

4-hydroxybenzoate

Compounds Compounds - no transporter
subcategory
Metabolism of Aromatic | Metabolism of Aromatic | Gentisate degradation Fumarylacetoacetate

Compounds

Compounds - no
subcategory

hydrolase family protein

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Gentisate degradation

Maleylacetoacetate
isomerase (EC 5.2.1.2)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Gentisate degradation

putative 4-hydroxybenzoyl-
CoA thioesterase

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Gentisate degradation

Putative n-hydroxybenzoate
hydroxylase

Metabolism of Aromatic

Metabolism of Aromatic

Aromatic Amin

Monoamine oxidase

Compounds Compounds - no Catabolism (1.43.4)
subcategory
Metabolism of Aromatic Metabolism of Aromatic Aromatic Amin Nitrilotriacetate

Compounds

Compounds - no
subcategory

Catabolism

monooxygenase component
B (EC1.14.13.5)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of Aromatic | Aromatic Amin Phenylacetaldehyde
Compounds Compounds - no Catabolism dehydrogenase (EC
subcategory 1.2.1.39)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Aromatic Amin
Catabolism

Aldehyde dehydrogenase
(EC 1.2.1.3), PaaZ

Achromobacter xylosoxidans Laprot 314

Category Subcategory Subsystem Role

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | 3-oxoadipate CoA-

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway transferase subunit A (EC
2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | Beta-ketoadipate enol-

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway lactone hydrolase (EC
3.1.1.24)

Metabolism of Aromatic

Metabolism of central

Catechol branch of beta-

3-oxoadipate CoA-

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway transferase subunit B (EC
2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | Muconate cycloisomerase

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway (EC5.5.1.1)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | mandelate

Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway racemase/muconate
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lactonizing enzyme family

protein
Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | Muconolactone isomerase
Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway (EC5.3.34)
Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | Succinyl-CoA:3-ketoacid-
Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway coenzyme A transferase
subunit A (EC 2.8.3.5)
Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Catechol branch of beta- | Succinyl-CoA:3-ketoacid-
Compounds aromatic intermediates ketoadipate pathway coenzyme A transferase

subunit B (EC 2.8.3.5)

Metabolism of Aromatic

Metabolism of central

Salicylate and gentisate

Putative n-hydroxybenzoate

Compounds aromatic intermediates catabolism hydroxylase

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Fumarylacetoacetase (EC
Compounds aromatic intermediates catabolism 3.7.1.2)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Maleylacetoacetate
Compounds aromatic intermediates catabolism isomerase (EC 5.2.1.2)
Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Maleate cis-trans isomerase
Compounds aromatic intermediates catabolism (EC5.2.1.1)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Salicylate hydroxylase (EC
Compounds aromatic intermediates catabolism 1.14.13.1)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate salicylate esterase
Compounds aromatic intermediates catabolism

Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Fumarylacetoacetate
Compounds aromatic intermediates catabolism hydrolase family protein
Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Salicylate and gentisate Gentisate 1,2-dioxygenase
Compounds aromatic intermediates catabolism (EC1.13.114)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Homogentisate pathway
of aromatic compound
degradation

Fumarylacetoacetase (EC
3.7.1.2)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Homogentisate pathway
of aromatic compound
degradation

Maleylacetoacetate
isomerase (EC 5.2.1.2)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Homogentisate pathway
of aromatic compound
degradation

Transcriptional regulator,
IcIR family

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Homogentisate pathway
of aromatic compound
degradation

4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase (EC
1.13.11.27)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Homogentisate pathway
of aromatic compound
degradation

Homogentisate 1,2-
dioxygenase (EC 1.13.11.5)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Homogentisate pathway
of aromatic compound
degradation

Aromatic-amino-acid
aminotransferase (EC
2.6.1.57)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

N-heterocyclic aromatic
compound degradation

Isoquinoline 1-
oxidoreductase beta subunit
(EC 1.3.99.16)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

N-heterocyclic aromatic
compound degradation

Isoquinoline 1-
oxidoreductase alpha
subunit (EC 1.3.99.16)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Central meta-cleavage
pathway of aromatic

3,4-dihydroxyphenylacetate
2,3-dioxygenase (EC

compound degradation 1.13.11.15)
Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Central meta-cleavage S-carboxymethyl-2-
Compounds aromatic intermediates pathway of aromatic hydroxymuconate
compound degradation semialdehyde
dehydrogenase (EC
1.2.1.60)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Central meta-cleavage
pathway of aromatic
compound degradation

2-oxo0-hepta-3-ene-1,7-dioic
acid hydratase (EC 4.2.-.-)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Central meta-cleavage
pathway of aromatic
compound degradation

2-hydroxymuconic
semialdehyde hydrolase (EC
3.7.1.9)
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Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Central meta-cleavage
pathway of aromatic
compound degradation

2-polyprenylphenol
hydroxylase and related

flavodoxin oxidoreductases

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

Beta-ketoadipyl CoA
thiolase (EC 2.3.1.-)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

Succinyl-CoA:3-ketoacid-

coenzyme A transferase
subunit A (EC 2.8.3.5)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

Succinyl-CoA:3-ketoacid-

coenzyme A transferase
subunit B (EC 2.8.3.5)

Metabolism of Aromatic

Metabolism of central

Protocatechuate branch

3-oxoadipate enol-lactone

Compounds aromatic intermediates of beta-ketoadipate hydrolase/4-
pathway carboxymuconolactone
decarboxylase

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

4-carboxymuconolactone

decarboxylase (EC 4.1.1.44)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

Pca regulon regulatory
protein PcaR

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

3-oxoadipate CoA-

transferase subunit B (EC

2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate

3-oxoadipate CoA-

transferase subunit A (EC

pathway 2.8.3.6)
Metabolism of Aromatic | Metabolism of central Protocatechuate branch Beta-ketoadipate enol-
Compounds aromatic intermediates of beta-ketoadipate lactone hydrolase (EC
pathway 3.1.1.24)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of central
aromatic intermediates

Protocatechuate branch
of beta-ketoadipate
pathway

3-carboxy-cis,cis-muconate
cycloisomerase (EC 5.5.1.2)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

benzoyl-CoA-dihydrodiol

lyase (BoxC)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

Benzoate transport, ATPase

component

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

Benzoate transport, ATP
binding protein

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

Benzoate transport,

extracellular ligand-binding

receptor

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

Benzoyl-CoA oxygenase
component B

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

Regulatory protein of
benzoate catabolism

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

Benzoate-CoA ligase (EC

6.2.1.25)

Metabolism of Aromatic

Metabolism of Aromatic

Benzoate transport and

P-hydroxylaminobenzoate

Compounds Compounds - no degradation cluster lyase

subcategory
Metabolism of Aromatic | Metabolism of Aromatic | Benzoate transport and Shikimate kinase [ (EC
Compounds Compounds - no degradation cluster 2.7.1.71)

subcategory

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

Benzoyl-CoA oxygenase
component A
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Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

Methylglutaconyl-CoA
hydratase (EC 4.2.1.18)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

Benzoate transport related
protein

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

benzoate degradation ring-
cleavage hydrolase

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

Benzoate transport, inner-
membrane translocator

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Benzoate transport and
degradation cluster

2-ox0-hepta-3-ene-1,7-dioic
acid hydratase (EC 4.2.-.-)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Aromatic Amin
Catabolism

3,4-dihydroxyphenylacetate
2,3-dioxygenase (EC
1.13.11.15)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Aromatic Amin
Catabolism

Aldehyde dehydrogenase
(EC 1.2.1.3), PaaZ

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Aromatic Amin
Catabolism

Nitrilotriacetate
monooxygenase component
B (EC1.14.13.5)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of Aromatic | Aromatic Amin Phenylacetaldehyde

Compounds Compounds - no Catabolism dehydrogenase (EC
subcategory 1.2.1.39)

Metabolism of Aromatic | Metabolism of Aromatic | Gentisate degradation Maleylacetoacetate

Compounds

Compounds - no
subcategory

isomerase (EC 5.2.1.2)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Gentisate degradation

Gentisate 1,2-dioxygenase
(EC1.13.11.4)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Gentisate degradation

putative 4-hydroxybenzoyl-
CoA thioesterase

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Gentisate degradation

Fumarylacetoacetate
hydrolase family protein

Metabolism of Aromatic
Compounds

Metabolism of Aromatic
Compounds - no
subcategory

Gentisate degradation

Putative n-hydroxybenzoate
hydroxylase

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Chloroaromatic Beta-ketoadipyl CoA

Compounds catabolism of aromatic degradation pathway thiolase (EC 2.3.1.-)
compounds

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Chloroaromatic 3-oxoadipate CoA-

Compounds catabolism of aromatic degradation pathway transferase subunit B (EC
compounds 2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Chloroaromatic Beta-ketoadipate enol-

Compounds catabolism of aromatic degradation pathway lactone hydrolase (EC
compounds 3.1.1.24)

Metabolism of Aromatic | Peripheral pathways for Chloroaromatic 3-oxoadipate CoA-

Compounds catabolism of aromatic degradation pathway transferase subunit A (EC

compounds

2.8.3.6)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Salicylate ester
degradation

salicylate esterase

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Salicylate ester
degradation

Salicylate hydroxylase (EC
1.14.13.1)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

benzoate MFS transporter
BenK

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

Ortho-halobenzoate 1,2-
dioxygenase beta-ISP
protein OhbA
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Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

Ortho-halobenzoate 1,2-
dioxygenase alpha-ISP
protein OhbB

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

Ring hydroxylating
dioxygenase, alpha subunit
(EC1.14.12.13)

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Benzoate degradation

Benzoate transport protein

Metabolism of Aromatic
Compounds

Peripheral pathways for
catabolism of aromatic
compounds

Quinate degradation

3-dehydroquinate
dehydratase II (EC 4.2.1.10)

Pseudomonas Laprot 316
Category Subcategory Subsystem Role
Metabolism of Metabolism of Gentisate Putative n-
Aromatic Aromatic degradation hydroxybenzoate
Compounds Compounds - no hydroxylase
subcategory
Metabolism of Metabolism of Gentisate putative 4-
Aromatic Aromatic degradation hydroxybenzoyl-CoA
Compounds Compounds - no thioesterase
subcategory
Metabolism of Metabolism of Gentisate Maleylacetoacetate
Aromatic Aromatic degradation isomerase (EC 5.2.1.2)
Compounds Compounds - no
subcategory
Metabolism of Metabolism of Gentisate Fumarylacetoacetate
Aromatic Aromatic degradation hydrolase family
Compounds Compounds - no protein
subcategory
Metabolism of Metabolism of Gentisate 4-hydroxybenzoate
Aromatic Aromatic degradation transporter
Compounds Compounds - no
subcategory
Metabolism of Metabolism of Gentisate Gentisate 1,2-
Aromatic Aromatic degradation dioxygenase (EC
Compounds Compounds - no 1.13.11.4)
subcategory
Metabolism of Metabolism of Aromatic Amin 4-
Aromatic Aromatic Catabolism hydroxyphenylacetate
Compounds Compounds - no 3-monooxygenase,
subcategory reductase component
(EC 1.6.8.-)
Metabolism of Metabolism of Aromatic Amin Aldehyde
Aromatic Aromatic Catabolism dehydrogenase (EC
Compounds 1.2.1.3), PaaZ
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Compounds - no

subcategory
Metabolism of Metabolism of Aromatic Amin Nitrilotriacetate
Aromatic Aromatic Catabolism monooxygenase
Compounds Compounds - no component B (EC
subcategory 1.14.13.-)
Metabolism of Metabolism of Protocatechuate Succinyl-CoA:3-

Aromatic
Compounds

central aromatic
intermediates

branch of beta-
ketoadipate
pathway

ketoacid-coenzyme A
transferase subunit B
(EC 2.8.3.5)

Metabolism of

Metabolism of

Protocatechuate

Protocatechuate 3,4-

Aromatic central aromatic branch of beta- dioxygenase alpha

Compounds intermediates ketoadipate chain (EC 1.13.11.3)
pathway

Metabolism of Metabolism of Protocatechuate 4-

Aromatic central aromatic branch of beta- carboxymuconolacton

Compounds intermediates ketoadipate e decarboxylase (EC

pathway

4.1.1.44)

Metabolism of

Metabolism of

Protocatechuate

Pcaregulon regulatory

Aromatic central aromatic branch of beta- protein PcaR
Compounds intermediates ketoadipate

pathway
Metabolism of Metabolism of Protocatechuate 3-oxoadipate CoA-

Aromatic central aromatic branch of beta- transferase subunit A
Compounds intermediates ketoadipate (EC 2.8.3.6)

pathway
Metabolism of Metabolism of Protocatechuate Protocatechuate 3,4-

Aromatic central aromatic branch of beta- dioxygenase beta

Compounds intermediates ketoadipate chain (EC 1.13.11.3)
pathway

Metabolism of Metabolism of Protocatechuate Beta-ketoadipate enol-

Aromatic central aromatic branch of beta- lactone hydrolase (EC
Compounds intermediates ketoadipate 3.1.1.24)

pathway
Metabolism of Metabolism of Protocatechuate Succinyl-CoA:3-

Aromatic
Compounds

central aromatic
intermediates

branch of beta-
ketoadipate
pathway

ketoacid-coenzyme A
transferase subunit A
(EC 2.8.3.5)

Metabolism of

Metabolism of

Protocatechuate

Beta-ketoadipyl CoA

Aromatic central aromatic branch of beta- thiolase (EC 2.3.1.-)
Compounds intermediates ketoadipate

pathway
Metabolism of Metabolism of Protocatechuate PhakK-like protein

Aromatic
Compounds

central aromatic
intermediates

branch of beta-
ketoadipate
pathway
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Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Protocatechuate
branch of beta-
ketoadipate
pathway

3-carboxy-cis,cis-
muconate
cycloisomerase (EC
5.5.1.2)

Metabolism of

Metabolism of

Protocatechuate

3-oxoadipate CoA-

Aromatic central aromatic branch of beta- transferase subunit B
Compounds intermediates ketoadipate (EC 2.8.3.6)

pathway
Metabolism of Metabolism of Protocatechuate dicarboxylic acid

Aromatic
Compounds

central aromatic
intermediates

branch of beta-
ketoadipate
pathway

transporter PcaT

Metabolism of

Metabolism of

Central meta-

2-hydroxy-6-o0xo0-6-

Aromatic central aromatic cleavage pathway | phenylhexa-2,4-

Compounds intermediates of aromatic dienoate hydrolase
compound (EC3.7.1.-)
degradation

Metabolism of Metabolism of Central meta- Acetaldehyde

Aromatic central aromatic cleavage pathway | dehydrogenase,

Compounds intermediates of aromatic acetylating, (EC
compound 1.2.1.10) in gene

degradation

cluster for degradation
of phenols, cresols,
catechol

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Central meta-
cleavage pathway
of aromatic
compound
degradation

4-oxalocrotonate
tautomerase (EC
5.3.2.7)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Central meta-
cleavage pathway
of aromatic
compound
degradation

5-carboxymethyl-2-
hydroxymuconate
delta-isomerase (EC
5.3.3.10)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Central meta-
cleavage pathway
of aromatic
compound
degradation

2-polyprenylphenol
hydroxylase and
related flavodoxin
oxidoreductases

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

N-heterocyclic
aromatic
compound
degradation

Isoquinoline 1-
oxidoreductase beta
subunit (EC 1.3.99.16)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

N-heterocyclic
aromatic
compound
degradation

Isoquinoline 1-
oxidoreductase alpha
subunit (EC 1.3.99.16)
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Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Homogentisate
pathway of
aromatic
compound
degradation

Aromatic-amino-acid
aminotransferase (EC
2.6.1.57)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Homogentisate
pathway of
aromatic
compound
degradation

4-
hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase (EC
1.13.11.27)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Homogentisate
pathway of
aromatic
compound
degradation

Homogentisate 1,2-
dioxygenase (EC
1.13.11.5)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Homogentisate
pathway of
aromatic
compound
degradation

Transcriptional
regulator, IcIR family

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Homogentisate
pathway of
aromatic
compound
degradation

Maleylacetoacetate
isomerase (EC 5.2.1.2)

Metabolism of Metabolism of Homogentisate Fumarylacetoacetase
Aromatic central aromatic pathway of (EC3.7.1.2)
Compounds intermediates aromatic

compound

degradation
Metabolism of Metabolism of Salicylate and Gentisate 1,2-
Aromatic central aromatic gentisate dioxygenase (EC
Compounds intermediates catabolism 1.13.11.4)
Metabolism of Metabolism of Salicylate and Maleylacetoacetate
Aromatic central aromatic gentisate isomerase (EC 5.2.1.2)
Compounds intermediates catabolism
Metabolism of Metabolism of Salicylate and Fumarylacetoacetase
Aromatic central aromatic gentisate (EC3.7.1.2)
Compounds intermediates catabolism
Metabolism of Metabolism of Salicylate and Putative n-
Aromatic central aromatic gentisate hydroxybenzoate
Compounds intermediates catabolism hydroxylase
Metabolism of Metabolism of Salicylate and 4-hydroxybenzoate
Aromatic central aromatic gentisate transporter
Compounds intermediates catabolism
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Metabolism of Metabolism of Salicylate and Fumarylacetoacetate
Aromatic central aromatic gentisate hydrolase family
Compounds intermediates catabolism protein

Metabolism of Metabolism of Salicylate and salicylate esterase
Aromatic central aromatic gentisate

Compounds intermediates catabolism

Metabolism of Metabolism of Salicylate and Salicylate hydroxylase
Aromatic central aromatic gentisate (EC 1.14.13.1)
Compounds intermediates catabolism

Metabolism of Metabolism of Catechol branch Muconate

Aromatic central aromatic of beta- cycloisomerase (EC
Compounds intermediates ketoadipate 5.5.1.1)

pathway

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Catechol branch
of beta-
ketoadipate
pathway

3-oxoadipate CoA-
transferase subunit A
(EC 2.8.3.6)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Catechol branch
of beta-
ketoadipate
pathway

Beta-ketoadipate enol-
lactone hydrolase (EC
3.1.1.24)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Catechol branch
of beta-
ketoadipate
pathway

3-oxoadipate CoA-
transferase subunit B
(EC 2.8.3.6)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Catechol branch
of beta-
ketoadipate
pathway

Succinyl-CoA:3-
ketoacid-coenzyme A
transferase subunit A
(EC 2.8.3.5)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Metabolism of
central aromatic
intermediates

Catechol branch
of beta-
ketoadipate
pathway

Succinyl-CoA:3-
ketoacid-coenzyme A
transferase subunit B
(EC 2.8.3.5)

Metabolism of

Metabolism of

Catechol branch

Catechol 1,2-

Aromatic central aromatic of beta- dioxygenase (EC

Compounds intermediates ketoadipate 1.13.11.1)
pathway

Metabolism of Metabolism of Catechol branch Muconolactone

Aromatic
Compounds

central aromatic
intermediates

of beta-
ketoadipate
pathway

isomerase (EC 5.3.3.4)

Metabolism of
Aromatic
Compounds

Peripheral
pathways for
catabolism of
aromatic
compounds

Salicylate ester
degradation

salicylate esterase
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Metabolism of Peripheral Salicylate ester Salicylate hydroxylase
Aromatic pathways for degradation (EC 1.14.13.1)
Compounds catabolism of

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral Quinate 3-dehydroquinate
Aromatic pathways for degradation dehydratase Il (EC
Compounds catabolism of 4.2.1.10)

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral Quinate Quinate/shikimate
Aromatic pathways for degradation dehydrogenase
Compounds catabolism of [Pyrroloquinoline-

aromatic quinone] (EC

compounds 1.1.99.25)
Metabolism of Peripheral Chloroaromatic 3-oxoadipate CoA-
Aromatic pathways for degradation transferase subunit B
Compounds catabolism of pathway (EC 2.8.3.6)

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral Chloroaromatic Beta-ketoadipyl CoA
Aromatic pathways for degradation thiolase (EC 2.3.1.-)
Compounds catabolism of pathway

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral Chloroaromatic 3-oxoadipate CoA-
Aromatic pathways for degradation transferase subunit A
Compounds catabolism of pathway (EC 2.8.3.6)

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral Chloroaromatic Beta-ketoadipate enol-
Aromatic pathways for degradation lactone hydrolase (EC
Compounds catabolism of pathway 3.1.1.24)

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral p- P-hydroxybenzoate
Aromatic pathways for Hydroxybenzoate | hydroxylase (EC
Compounds catabolism of degradation 1.14.13.2)

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral p- 4-hydroxybenzoate
Aromatic pathways for Hydroxybenzoate | transporter
Compounds catabolism of degradation

aromatic

compounds
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Metabolism of Peripheral Benzoate benzoate-specific
Aromatic pathways for degradation porin
Compounds catabolism of
aromatic
compounds
Metabolism of Peripheral Benzoate Benzoate transport
Aromatic pathways for degradation protein
Compounds catabolism of
aromatic
compounds
Metabolism of Peripheral Benzoate Benzoate 1,2-
Aromatic pathways for degradation dioxygenase,
Compounds catabolism of ferredoxin reductase
aromatic component
compounds
Metabolism of Peripheral Benzoate benABC operon
Aromatic pathways for degradation transcriptional
Compounds catabolism of activator BenR
aromatic
compounds
Metabolism of Peripheral Benzoate 1,2-
Aromatic pathways for degradation dihydroxycyclohexa-
Compounds catabolism of 3,5-diene-1-
aromatic carboxylate
compounds dehydrogenase (EC
1.3.1.25)
Metabolism of Peripheral Benzoate Benzoate 1,2-
Aromatic pathways for degradation dioxygenase alpha
Compounds catabolism of subunit (EC
aromatic 1.14.12.10)
compounds
Metabolism of Peripheral Benzoate Benzoate 1,2-
Aromatic pathways for degradation dioxygenase beta
Compounds catabolism of subunit (EC
aromatic 1.14.12.10)
compounds
Metabolism of Peripheral n-Phenylalkanoic | 3-ketoacyl-CoA
Aromatic pathways for acid degradation thiolase (EC 2.3.1.16)
Compounds catabolism of
aromatic
compounds
Metabolism of Peripheral n-Phenylalkanoic | 3-hydroxybutyryl-CoA
Aromatic pathways for acid degradation epimerase (EC 5.1.2.3)
Compounds catabolism of
aromatic
compounds
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Metabolism of Peripheral n-Phenylalkanoic Enoyl-CoA hydratase
Aromatic pathways for acid degradation (EC4.2.1.17)
Compounds catabolism of

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral n-Phenylalkanoic Delta(3)-cis-delta(2)-
Aromatic pathways for acid degradation trans-enoyl-CoA
Compounds catabolism of isomerase (EC 5.3.3.8)

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral n-Phenylalkanoic Long-chain-fatty-acid--
Aromatic pathways for acid degradation CoAligase (EC6.2.1.3)
Compounds catabolism of

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral n-Phenylalkanoic 3-hydroxyacyl-CoA
Aromatic pathways for acid degradation dehydrogenase (EC
Compounds catabolism of 1.1.1.35)

aromatic

compounds
Metabolism of Peripheral n-Phenylalkanoic enoyl-CoA hydratase,
Aromatic pathways for acid degradation R-specific
Compounds catabolism of

aromatic

compounds
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