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RESUMO

O consumo cada vez crescente dos combustiveis fosseis coloca o petréleo como um
dos mais importantes produtos do consumo humano. Inegaveis avangos
tecnologicos e até mesmo sociais sdo advindos da era “Pds-Petroleo”. Porém, esse
consumo desenfreado tem gerado graves danos ambientais aos ecossistemas
aquaticos e também terrestres. Alternativas viaveis capazes de promover a
recuperacado de areas afetadas por esses compostos sdo sem duvida de extrema
importancia diante do cenario atual. A biorremediacdo tem se mostrado bastante
promissora nessa area. E cada vez mais novas tecnologia s&o agregadas a esse
campo de investigagao na tentativa de obter resultados mais conclusivos, melhorado
assim, o entendimento global de como os microorganismos interagem na promogéao
da biorremediacao. E justamente isso o que foi proposto nesse trabalho. O emprego
da espectrometria (MS) de massa para identificacdo de proteinas de bactéria com
capacidade de crescimento em xenobidticos. Inicialmente foi selecionada nas
proximidades da Refinaria Isaac Sabba (REMAN) a espécie B. pumilus, com
potencial capacidade de crescer em petroleo e diesel. Apos a realizagao de testes
usando petroleo e diesel, separadamente, com fontes unicas de carbono, foi
comprovada a capacidade de crescimento da espécie nesses xenobidticos. Melhor
crescimento/producédo de biomassa foi registrado nos cultivos tendo o diesel como
finte de carbono, bem como o melhor rendimento protéico. O perfil protedmico em
petréleo, diesel e extrato de levedura foi determinado. As comparagdes entre tais
perfis demonstrou diferengas bastante acentuadas entre eles. Para analise via
espectrometria massas foram selecionados 96 spots de B. pumilus e identificados
por Peptide Mass Fingerprint (PMF). Desse total de spots, 54 proteinas foram
identificadas. Algumas delas com potencial envolvimento nos processos diretos de
biorremediagdo apresentada por B. pumilus. Porém, mais estudos s&o necessario
para efetiva comprovagao dessas proteinas nas vias de degradagéo de xenobidticos.

Palavras-chave: B. pumilus; Biorremediacao; Espectrometria de massas.



ABSTRACT

The ever increasing consumption of fossil fuels puts oil as one of the most important
products of human consumption. Undeniable technological and even social
breakthroughs are coming era of "post-oil" . But this unbridled consumption has led to
serious environmental aquatic ecosystems and land damage. Viable alternatives that
promote the recovery of areas affected by these compounds are undoubtedly of
utmost importance given the current scenario. Bioremediation has proven very
promising in this area . And increasingly, new technology are aggregated to this field
of research in an attempt to obtain more conclusive results, thus improving the
overall understanding of how microorganisms interact in promoting bioremediation.
This is precisely what has been proposed in this work. The use of Mass
Spectrometry (MS) for identification of proteins of bacteria capable of growth in
xenobiotics. Initially was selected near the Refinaria Isaac Sabba (REMAN) species
B. pumilus, with the potential ability to grow in petroleum and diesel. After conducting
tests using oil and diesel separately with unique carbon sources, was proven
capacity for growth of the species in these xenobiotics. Better growth/biomass
production was recorded in crops having diesel as finte carbon, as well as the best
protein yield. The proteomic profile in petroleum, diesel and yeast extract was
determined. Comparisons between these profiles showed very marked difference
between them. For analysis via mass spectrometry were selected 96 spots of B.
pumilus were selected and identified by Peptide Mass Fingerprint (PMF) . Of this
total 54 protein spots were identified. Some with potential involvement in direct
bioremediation processes by B. pumilus. However, further studies are necessary to
effective proof of proteins in the pathways of degradation of xenobiotics.

Palavras-chave: B. pumilus; Bioremediation; Mass Spectrometry.
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1. INTRODUGAO

O consumo cada vez mais elevado de petroleo e seus derivados tém
provocado poluicdo e disturbios ambientais também cada vez mais crescentes no
mundo todo. Relatos ddo conta de que nos ultimos 40 anos quase 6 milhdes de
toneladas de O6leo bruto ou derivados de petroleo foram derramados nos
ecossistemas marinhos, sem contar com os derrames em terra firme. Por ser uma
mistura bastante complexa que envolve mais de 600 tipos de hidrocarbonetos, além
é claro de se tratar de uma mistura oleosa, a retirada desse material do solo e da
agua é uma tarefa muito dificil. Alguns deles de facil remogéo, sendo até volateis,
outros, porém, sdo mais dificeis de serem removidos e persistem por bastante
tempo no ambiente. A presencga de certos compostos de petroleo no solo ou na agua
tem efeito toxico a esses ecossistemas e também aos seres humanos, sendo alguns
deles até cancerigenos.

A presenca de uma area de exploragcdo e de refinarias de petrdleo na
Amazbnia, embora necessarias, geram risco de poluicdo ambiental para os
ecossistemas amazonicos. Ainda mais quando levamos em conta que o transporte
do petréleo produzido na Provincia Petrolifera de Urucu no municipio de Coari € feita
através do rio Solimbes até a refinaria em Manaus. Nenhum incidente de grandes
proporgcdes aconteceu, porém relatos de envolvendo o acidentes com embarcagdes
de pequeno e médio porte sdo mais frequentes. Nesses casos o combustivel
armazenado para o transporte acaba indo parar nos rios da regiéo.

Processos relacionados ao tratamento de areas afetadas pelo petroleo estdao
constantemente sendo avaliados e testados. Uma técnica que se mostra bastante
promissora nessa area € a biorremediagao, que emprega o uso de microorganismos
aos processos de eliminagdo desses compostos. Diversos sdo os microorganismos
capazes de proverem a biorremediacdo dos compostos de petréleo. Especial
atengdo tem sido dada aos fungos filamentosos e as bactérias. Varios sdo os
géneros de bactérias que se destacam nessa area, entre eles os géneros Bacillus e
Pseudomonas. Ambos com algumas espécies com reconhecida capacidade de
biorremediacgao.

Avangos cada vez mais significativos nos processos de biorremediagdo vém

sendo observados ao longo dos anos. O emprego de técnica modernas de biologia
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molecular a essa area, € um importante fator impulsionador desses avangos. Entre
essas técnicas, as relacionadas a area de protedmica tem sido empregadas com
bastante sucesso na determinagcdo de via, rotas, ou processo metabdlicos
associados a degradacéo de xenobibticos de petrdleo.

E justamente isso o que foi proposto neste trabalho, o emprego de técnicas
proteOmicas na determinacdo de enzimas envolvidas ou relacionadas a

biodegradacgao do petroleo e também do diesel.
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2. REFERENCIAL TEORICO

21. COMPONENTES QUIMICOS DO PETROLEO E DO DIESEL

O petréleo ocorre de forma natural, sendo formado por uma grande
quantidade de compostos de origem organica e inorgénica, que por sua vez
contribuem para torna-lo uma mistura complexa. Diversas s&o as teorias
relacionadas a sua origem, contudo, a que possui maior aceitagdo € a teoria
organica. Segundo essa teoria, organismos de tamanho microscopico constituintes
do plancton sdo sedimentados no fundo dos mares em camadas superpostas, que
em um ambiente sem oxigénio fica sujeito a ac&o bactérias anaerobicas.
Carboidratos e proteinas sido transformados, por essas bactérias, em substancias
gasosas soluveis em agua e em um residuo formado por gorduras e compostos
estaveis lipossoluveis, como resinas, colesterol, etc., conhecido como sapropel.
Esse residuo é transformado em hidrocarbonetos liquidos e gasosos pela agéo das
bactérias apds enormes periodos de tempo, associado a pressdo e temperatura,
bem como a catalise promovida pela argila, gerando assim aquilo que conhecemos
como petréleo (Corréa, 2003).

As caracteristicas fisicas do petréleo variam bastante, podendo ser escuros,
densos e viscosos, com pouco gas, a tonalidades mais claras, com baixa densidade
e viscosidade, com quantidade expressiva de gas. Apresentam ainda consisténcia
oleosa e cheiro desagradavel (Martins, 2005).

O tipo de hidrocarboneto encontrado em maior quantidade na mistura, a
densidade do oleo e também a quantidade de enxofre presente sdo as principais
caracteristicas que servem para diferenciar os “tipos” de petréleo (Martins, 2005).
Em relacdo a densidade, o petroleo pode ser classificado segundo uma gradagao
que vai de leve (menos densos) a pesado (mais densos). Essa classificagdo baseia-
se nas normas do American Petroleum Institute, e, portanto recebe o nome de “grau
API”. Nessa classificagado a densidade é inversamente proporcional ao grau API, ou
seja, quanto maior for a densidade do petréleo, menor sera o seu grau APIl. S&o
considerados leves os que apresentam API maior que 31°, médios os que
apresentam API entre 24° a 31°, entre 23° a 10° API s&o considerados pesados e
abaixo de 10° API estdo os petréleos extrapesados. Oleos mais leves sdo formados
em sua grande maioria por hidrocarbonetos alifaticos e, aqueles que apresentam
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constituicdo em maior abundancia de hidrocarbonetos aromaticos sdo mais densos
(Peters e Moldowan,1993). A classificacdo de densidade influencia diretamente o
valor comercial do petroleo. Quanto menor o grau APl menor o prego, iSso por que
0leos mais densos sao incapazes de produzir derivados nobres, de elevado valor
comercial, como a gasolina, o diesel e o GLP (Tavares, 2005)

A quantidade de enxofre presente no petréleo é usada para classificar como
doce ou acido. Quantidades maiores que 0,5% de enxofre classifica-os como acidos
e também reduzem seu valor comercial. Isso por que teores mais elevados de
enxofre tornam o petréleo mais corrosivo e téxico, e isso promove maiores gastos as
refinarias durante o processo de obtenc&o dos derivados do petréleo (Martins, 2002).

O petréleo pode ainda ser classificado de acordo com o teor de enxofre e do
grau APl (Tabela 1). As caracteristicas do petroleo influenciam diretamente na
escolha das técnicas que serdo empregadas para seu refino e quais serdo os

produtos que melhor poderao ser obtidos de um dado petroleo (Tavares, 2005).

Tabela 1. Classificagcao do petréleo de acordo com o teor de Enxofre e
grau API (Tavares, 2005).

Categoria % Enxofre Grau API
Leve com baixo teor de enxofre 0-0,5 > 31
Pesado com médio teor de enxofre 0,35-1,1 > 24
Leve com elevado teor de enxofre >1,1 > 31
Médio com elevado teor de enxofre >1,1 24 — 31
Extrapesado como elevado teor de enxofre > 0,7 0-23

A porcentagem de carbono varia entre 82 e 87% em quase todo tipo de
petroleo, ja o hidrogénio varia de 12 a 15%, independentemente das variagbes
fisicas ou quimicas do 6leo (Pedroti, 2007). O petroleo apresenta ainda, em menores
proporgdes, nitrogénio e oxigénio além dos atomos de carbono e de hidrogénio
(Solomons, 1996). Esses quatro elementos juntos formam mais de 600 compostos
de hidrocarbonetos presentes no petrdleo (Fetter, 1993), variando em composigao e
em complexidade.

Os hidrocarbonetos sdo basicamente divididos em dois grupos, os alifaticos e
os aromaticos. Sendo constituidos basicamente por atomos de carbono e hidrogénio,
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esses se encontram arranjados em varios tipos de configuragdes estruturais
formando os mais variados compostos. O chamado THP (Total Petroleum
Hydrocarbons) € o conjunto de todos os hidrocarbonetos que estdo presentes em
uma amostra de petrdleo ou de seus derivados, considerando-se a soma dos
compostos alifaticos e aromaticos (Weisman, 1998). Segundo Potter e Simmons
(1998) os hidrocarbonetos alifaticos estdo divididos em quatro classes: alcanos,
alcenos, alcinos e cicloalcanos. Por sua vez, hidrocarbonetos aromaticos, estéo

divididos em monoaromaticos e poliaromaticos (Figura 1).

4 N

Hidrocarbonetos

|

I

Alifaticos

Aromaticos

[ | '

: I
Alcanos Alcinos "
Monoaromaticos

Alcenos Ciclanos Poliaromaticos

N /

Figura 1: Classificacao dos hidrocarbonetos (Potter e Simmons, 1998).

Os alcanos constituem a maior por¢ao dos compostos presentes no petréleo
(52%) (Tabela 2). Em segundo lugar aparecem os hidrocarbonetos aromaticos
(24%), seguidos pelos compostos nitrogenados. Compostos oxigenados e
sulfurados somam 16% de todos os compostos presentes e finalmente os asfaltenos,
que somam 8%, formam a fracdo mais densa dos hidrocarbonetos de petroleo
(Hadibarata e Tachibana, 2009).
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Tabela 2. Composigao total de hidrocarbonetos do petréleo (Hadibarata e
Tachibana, 2009).

Fracao Porcentagem (%)
Alcanos 52
Aromaticos 24
NSO* 16
Asfalteno 8

*Compostos Nitrogenados, Sulfurados e Oxigenados

Alcanos formam cadeias com ligagbes simples sendo estas homogéneas e
saturadas. Dependendo da quantidade de atomos de carbono presente nestas
cadeias os alcanos podem estar na forma gasosa, liquida ou sdélida. Contendo de 1 a
4 atomos de carbono sdo gases (metano, etano, propano e butano), os que
apresentam entre 5 e 20 carbonos s&o liquidos e os que possuem mais de 20
carbonos sao solidos. Os alcenos possuem ligagdes duplas e os alcinos possuem
pelo menos uma ligagéo tripla. Os hidrocarbonetos aromaticos s&o formados por
anéis benzénicos. Os monoaromaticos presentes no petréleo que mais se destacam
s&o o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno, que sdo chamados BTEXs (Andrade et
al., 2010). Estes ndo formam concentragbes abundantes na maioria dos 6leos brutos.
Em sua maior proporgcdo sdo produzidos durante o processo de destilacdo e sao
associados aos produtos do refino, como a gasolina, o querosene e o Oleo diesel. Os
que possuem em sua estrutura dois ou mais anéis benzénicos sdo chamados de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH), sendo estes considerados os
componentes mais toxicos do petroleo e estando associados a efeitos
carcinogénicos. Outro agravante em relagdo aos PAHs € que, por possuirem baixo
peso molecular, sdo bastante soluveis em agua, o que contribui para aumentar o
risco de contaminagdes (Andrade et al., 2010).

Entre os derivados de petroleo o 6leo diesel € amplamente utilizado em
tratores, caminhdes e equipamentos usados em mineragao e dragagem, ou seja, € 0
mais usado em veiculos de elevada poténcia (Braun ef al, 2003). Os
hidrocarbonetos constituintes do oleo diesel sdo em sua maioria os saturados e os
aromaticos, que sdo destilados em temperaturas que variam de 130 a 380°C
(Menezes et al., 2006). A variagdo na quantidade de hidrocarbonetos neste tipo de
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combustivel depende de dois fatores: processo de estocagem e do esquema de
processamento do combustivel. Porém, a temperatura influencia diretamente esses
dois fatores, uma vez que, durante o processo de estocagem, dependendo da época
do ano, as refinarias incluem um teor maior de componentes com elevada faixa de
temperatura de ebulicdo (estacbes mais quentes) diminuindo nesse caso a
probabilidade de incéndios acidentais. E quando as estacdes do ano proporcionam
temperaturas mais frias o teor de compostos com baixa faixa de temperatura de
ebulicdo s&do aumentados, ja que risco de incéndio provocado pelo excessivo calor
do ambiente é quase zero (Speight, 2006).

Dentre os hidrocarbonetos saturados presentes no 6leo diesel os alcanos de
10 a 20 os atomos de carbono sao os majoritarios. Contudo, aparecem ainda nessa
mistura cicloalcanos alquilados, tais como os alquilciclohexanos, os
decahidronaftalenos e os perhidrofenantrenos, e também compostos nafténicos, cujo
teor depende diretamente da quantidade desse composto no 6leo cru e das misturas
estocadas, e ainda os fatores envolvidos no processamento do o6leo diesel (Speight,
2006).

Os alquilbenzenos, acenaftenos, fenantrenos, pirenos, naftalenos, tetralenos,
bifenis, indanos e crisenos representam os compostos aromaticos de maior
proporgao na constituicdo do dleo diesel (Speight, 2006), e entre estes os de
maiores proporcdes sao os diaromaticos que apresentam estrutura do tipo naftaleno.
Além dos hidrocarbonetos, existem em menor quantidade compostos sulfurados,
nitrogenados e oxigenados. Os compostos sulfurados presentes no diesel sao de
elevado peso molecular e suas estruturas apresentam um numero maior de anéis
aromaticos do que aqueles presentes na gasolina. Entre os compostos nitrogenados
presentes temos as classes dos inddis, carbazdis, quinolinas, acridinas e
fenantridinas. Os fendis alquilados e os dibenzofuranos representam os compostos
oxigenados presentes no oOleo diesel (Speight, 2006).

A destilacdo do petréleo bruto € o principal processo na obtencdo do éleo
diesel. Por esse processo o petrdleo € separado em GLP (gas liquefeito de
petréleo), naftas, querosene de aviagéo, Oleo diesel, gaséleo pesado e residuo de
vacuo. O processo de obtencao do 6leo diesel é um tanto complexo, sendo que sua
formulacéo é realizada por meio da mistura de diversas fracbes provenientes das

etapas de destilacdo do petréleo bruto. As proporgcdes destes componentes sao
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ajustadas de modo que o produto final esteja adequado as especificagdes legais de

modo a garantir um bom desempenho dos motores (Goberstein, 2007).

2.2. POLUIGAO AMBIENTAL CAUSADA POR PETROLEO E DIESEL

A introducdo no meio ambiente, de matéria ou outros elementos que
promovam alteragbes em suas propriedades fisicas, quimicas ou bioldgicas,
prejudicando ou simplesmente colocando em risco a "saude" e a viabilidade da
fauna e flora que interajam ou dependam dele, € entendido como poluicdo. A
contaminagao, por sua vez, ocorre quando a poluicdo resulta em prejuizos a saude
humana. Entre as principais fontes de contaminacdo do solo e das aguas
subterraneas podem-se citar os vazamentos em dutos e tanques de
armazenamentos subterraneos de combustivel ou mesmo derramamentos diretos do
oleo bruto, atividades de mineragdo e uso de defensivos agricolas (Alaburda e

Nishihara, 1998).
2.2.1. Contaminagao de Solos por Petréleo e seus derivados

Ao longo dos anos, o petréleo tem sido imposto como uma das principais
fontes de energia, tanto que ele esta entre os principais compostos organicos que,
nos ultimos decénios, tém sofrido aumento na sua producédo e industrializagdo. Tudo
isso gragas ao advento da petroquimica, que além de produzir combustivel, passou
a ser imprescindivel as facilidades e comodidades da vida moderna, assumindo uma
importancia cada vez maior na vida das pessoas. Do lencol de fibra sintética aos
combustiveis, do plastico da escova de dente a goma de mascar, ele se faz presente
no dia a dia em diversos momentos, sendo o componente basico de mais de seis mil
produtos (Abadie, 1984). Se por um lado temos a exploragdo necessaria do petréleo,
por outro lado temos a crescente necessidade de manter o meio ambiente
preservado. Essa questdo polémica constantemente € tema de discussdes entre
ambientalistas e a industria petrolifera.

Além dos impactos ambientais causados pelos derrames de 6leo bruto em
terra firme durante o processo de exploracao, transporte e refino, a comercializagao
dos produtos refinados (essencialmente os combustiveis) tem um papel também
importante nesse cenario. Esses produtos oferecem riscos de contaminagao dos

solos pela forma como sao distribuidos ao consumidor e como sdo armazenados. O
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fato se agrava mais ainda se for levado em conta que a partir da década de 70,
impulsionados pelo desenvolvimento econémico e mudangas sociais do pais, houve
um crescimento quase que exponencial do numero de postos revendedores de
combustiveis ou postos de gasolina. O vazamento de combustiveis dos tanques de
armazenamento pode ocorrer devido a uma série de fatores, como um
derramamento durante a operagao de transferéncia de produto para o tanque;
vazamentos no sistema devido a corrosdo; falhas estruturais do tanque ou da
tubulacdo conectada ao tanque ou entdo devido a instalagdo inadequada dos
mesmos (Guedes et al., 2010).

Um dos grandes problemas relacionado a questdo da poluicdo por petroleo
sem duvida € a grande quantidade de produtos e substancias quimicas que s&o
langadas nos solos, aguas subterraneas, aguas superficiais e ar (Seabra, 2001). A
poluicdo do solo por petroleo remete a presenca de substancias toxicas de classes
quimicas tais como VOC (Volatile Organic Compounds), hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos como BTX, 6leos pesados, subprodutos do craqueamento dos derivados
petroquimicos, elementos radionucleotideos, metais pesados, solventes e
compostos clorados, PAH, fendis, ésteres, alcoois e produtos intermediarios da
industria petroquimica. Todos esses compostos podem alterar de forma negativa a
qualidade dos solos, podendo ainda afetar a vegetagcédo que dele depende e ainda a
qualidade de aguas subterraneas, o que pode representar diretamente risco para a
saude das pessoas que delas fazem uso (Rodriguez et al., 2012).

As plantas sofrem com a contaminacéo, seja pelo contado direto, que veda a
entrada dos estdmatos, impedindo a respiracéo e a fotossintese, essencial para elas,
ou ainda pelo contato através do solo, que pode bloquear a absorgao de nutrientes
pelas raizes. Ja os seres humanos e outros animais também sofrem com a agao
desses poluentes, uma vez que eles ndo possuem enzimas que sejam capazes de
promover a decomposigao desses compostos. Se a ingestao ocorrer ela impedira a
absorgdo dos alimentos pelas mucosas do aparelho digestivo, sem contar que
existem substancias que sdo extremamente tdéxicas ao organismo (Fellenberg, 1980).

Uma das principais preocupacdes relacionadas aos derrames de petrdleo e
combustiveis em terra firme €& justamente a contaminagdo dos aquiferos e
reservatorios de aguas subterraneas que s&o utilizados como fonte de
abastecimento de agua para consumo humano. O combustivel que € derramado no

solo, contendo centenas de compostos, em pouco tempo chega ao subsolo e se
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apresenta como liquido de fase ndo aquosa (NAPL), isso em razdo de sua baixa
solubilidade em agua. Ao entrarem em contato com a agua, os compostos BTEXs
irdo sofrer um processo de dissolugao parcial, atingindo assim todo o lencgol freatico
e como consequéncia causa graves danos a saude humana (Silva et al., 2002).

2.2.2. Contaminacao de Ambientes aquaticos causados por Petréleo e
seus derivados

Do inicio da década de 1970 até o final de 2013, aproximadamente 10 mil
acidentes envolvendo petroleo foram registrados pela Federag&o Internacional dos
Proprietarios de Navios Poluidores (ITOPF - The International Tanker Owners
Pollution Federation Limited), que ocasionaram derramamento de aproximadamente
5,74 milhdes de toneladas de petroleo e derivados em ecossistemas marinhos (ltopf,
2009). Apesar das evidéncias de que o numero de derrames tem diminuido nas
ultimas décadas (Burgherr, 2007; Itopf, 2009), ainda s&o registrados alguns
incidentes de grande escala como os que envolveram o navio petroleiro Prestige, na
costa espanhola em 2002 (Franco et al., 2006; Martinez-Gémez et al., 2006) e, mais
recentemente, o que causou a explosao de uma plataforma de extracdo de petrdleo
no Golfo do México em 2010 (Merhi, 2010; Harlow et al., 2011).

Figura 2. Caso de acidentes envolvendo derramamentos de petréleo. A
direita: "Mega Borg" derramou 20,5 milhées de galdes de petrdleo a 60 quildmetros
ao sul-sudoeste de Galveston, Texas (EUA), apos um acidente durante a
transferéncia para outro navio-tanque de carga e posterior fogo. A esquerda: Em 13-
15 julho, o ataque aéreo do Exército israelense na usina Libanés Jiyyeh (30 km ao
Sul de Beirute), causou vazamento de 15.000 toneladas de oleo bruto para o Mar
Mediterraneo

Existem também registros, nas ultimas décadas, de outros vazamentos de

subprodutos de petréleo, como gasolina e Odleo diesel. Tais registros apontam
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problemas em ambientes aquaticos continentais em diferentes paises (Dou et al.,
1998; Soriano et al., 2006; Katsumiti et al., 2009). Ha evidéncias indicando que em
algumas areas os riscos de derrames sao mais acentuados do que em outras areas
do mundo. Isso devido ao aumento do consumo do petroleo e de seus subprodutos
nessas areas (Bowen e Depledge, 2006; Kirby e Law, 2010). Tais riscos estao
relacionados, por exemplo, a vazamentos de tanques de armazenamento nos postos
de combustiveis, pequenos derrames no processo de carga e descarga desses
produtos. Além disso, residuos da industria petroquimica e residuos domeésticos
derivados de petréleo também se caracterizam como importantes focos de
contaminagao cronica de rios e outros ecossistemas aquaticos (Pacheco e Santos,
2001; Meniconi et al., 2002).

Nos grandes centros urbanos, em que os niveis de poluicdo do ar sao
bastante acentuados, a introducdo de compostos derivados do petréleo em
ambientes aquaticos pode ser feita, como € o caso dos PAHs de origem pirogénica,
através de processos de combustdo que acontece no interior de veiculos. Estes
compostos sdo acumulados na atmosfera e quando ocorre o processo de
precipitagdo atingem os lagos e rios da regido (Veiga, 2003).

Ao entrar em contato com a agua, o petréleo se espalha sobre a superficie
formando uma fina pelicula impedindo assim a troca de gases entre o ar e a agua
bem como a chegada de luz aos fitoplanctons e as algas, o que ira afetar
diretamente as cadeias alimentares do fundo do mar e dos rios. Os animais
aquaticos também sofrem seus efeitos, por exemplo, nos peixes e caranguejos a
pelicula de petroleo recobre as guelras e os 6rgaos respiratérios, o que prejudica a
respiracdo dos mesmos e consequentemente provoca sua morte por asfixia
(Fellenberg, 1980).

A maioria dos hidrocarbonetos de cadeia curta, incluindo os policiclicos
aromaticos (PAH), presentes no petroleo e seus derivados, dado a sua volatilidade,
possuem baixo tempo de permanéncia em ambientes aquaticos (Heath, 1995).
Contudo, eles sao considerados ainda os principais compostos relacionados a
toxicidade do petroleo aos organismos aquaticos (Barron et al., 2004; Hashim, 2010).
Em relagéo a alguns derivados do petréleo, como por exemplo, a gasolina e o diesel,
sua toxicidade esta relacionada, principalmente, a presenca de hidrocarbonetos
volateis monoaromaticos, conhecidos também como BTEX (Barron et al., 1999;
Rodrigues et al., 2010). Os hidrocarbonetos de cadeia longa, por sua vez, embora
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persistam por mais tempo nesses ambientes, nao considerados tao toxicos quanto
os outros mencionados anteriormente (Neff, 1979).

Apos o contato do petroleo ou subproduto, como por exemplo o dleo diesel,
com a agua, trés eventos principais acontecem. Primeiramente ocorre o processo de
solubilizacdo de compostos polares e de baixo peso molecular. Logo em seguida
acontece a evaporagao dos componentes volateis presentes na superficie da agua.
Paralelamente a esse evento, o 6leo derramado se emulsifica na agua solubilizando
parte do oleo derramado, formando a fragdo do petr6leo soluvel em agua ou a
mesma fragao soluvel de um derivado (Neff, 1985).

A fracdo do petrdleo que se solubiliza ao entrar em contato com agua,
tornando-se assim biodisponivel aos organismos aquaticos € uma mistura bastante
complexa de PAH, BTEX, fendis e compostos heterociclicos contendo nitrogénio e
enxofre (Saeed e Al-Mutairi, 1999; Edema et al., 2007). Aos organismos aquaticos
isso pode acarretar varios disturbios biolégicos sérios (Heath, 1995). O contato se da
de forma direta, como por exemplo no caso dos peixes, pelo contato através das
branquias e da pele, ou pelo contato indireto, através da ingestdo de alimento
contaminado (Barron, 2003). O caso é ainda mais grave quando se trata da
contaminagao pelos derivados do petrdleo. Existem evidéncias de que as fracdes
soluveis de produtos refinados como a gasolina e o diesel comercial apresentam
toxicidade até cinco vezes maior que a apresentada pelo 6leo bruto (Rayburn et al.,
1996; Rodrigues et al., 2010).

2.2.3. Contaminagdo na Amazdénia causados por Petréleo e seus
derivados

Os rios da Amazoénia, além de importantes para a economia regional, sdo a
principal via de transporte das populagdes locais. Dispondo de mais de 18.000 km
de rios navegaveis, a Regido Hidrografica Amazdnica € a maior do Pais, e concentra
60% da rede hidroviaria nacional (MMA, 2006). No ano de 2012 foram
movimentadas cerca de 10,7 bilhdes de toneladas de carga por km util,
considerando apenas a Hidrovia do Madeira (5,4 bilhdes) e a Hidrovia Solimdes-
Amazonas (5,3 bilhdes), sendo que no trecho Coari-Manaus destaca-se o transporte
de produtos quimicos organicos (ANTAQ, 2012) Em relagdo a movimentagao de
pessoas, estima-se que por ano, uma media de 13,6 milhdes de passageiros

navegam pelos rios amazonicos (ANTAQ, 2013).
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Os meios de transporte utilizados na regido, por serem movidos por derivados
de petrdleos sao possiveis fontes de contaminagdo. O risco ambiental esta
relacionado com possibilidade do combustivel armazenado no tanque das maquinas,
ou mesmo estocado para reabastecimento, ir parar nos rios e lagos. Dada a grande
extensao territorial percorrida por essas embarcacgdes, a quantidade de combustivel
transportado é da ordem de centenas a milhares de litros. Acidentes na regido s&o
pouco relatados, principalmente aqueles envolvendo embarcagbes de pequeno e
meédio porte. Segundo estimativas da Capitania Fluvial da Amazbnia Ocidental
somente nos estados do Amazonas, Acre, Ronddnia e Roraima, foram registrados
646 acidentes nos ultimos 6 anos (CFAOC, 2013).

A forma como esse combustivel vem sendo comercializado as embarcacdes
também oferece riscos de contaminagcdo aos rios e lagos da regido. Grandes
quantidades do combustivel ficam armazenadas em balsas ancoradas nos portos de
praticamente todas as cidades da regido. Qualquer vazamento, seja ele promovido
pela corrosdo do metal constituinte das balsas pela agua, seja pela agdo de outros
agentes de risco, trara consequéncias graves aos ecossistemas locais (Guedes,
2010).

Os riscos de contaminag&do dos rios da regido existem ha bastante tempo,
porém, foi s6 com a descoberta de petrdleo na provincia petrolifera de Urucu, na
década de 80, que a preocupagao com a contaminagao dos rios da bacia Amazénia
ganhou maior repercussé&o. Tal provincia, localizada a cerca de 650 Km de Manaus,
a margem esquerda do Rio Solimdes, produz aproximadamente 60 mil barris de
petroleo por dia. Esse 6leo produzido € conduzido por oleoduto até o terminal da
cidade de Coari e entdo transportado por balsas até a refinaria localizada em
Manaus (Figura 3). Embora sejam seguidos rigidos protocolos de seguranga para
prevenir derramamento de 6leo, esse tipo de transporte traz, ndo raras vezes, riscos
para o ambiente e acidentes de todas as magnitudes podem ocorrer (Oliveira, 2010).

As consequéncias do derramamento de petrdleo nos ecossistemas
amazOnicos sdo pouco conhecidas. Sabe-se, porém, que esse ambientes nao estao
livres de danos ambientais, e também, a exemplo de outros ecossistemas, nao se
recompde facilmente diante de um dano de grandes proporgdes. Na ocorréncia de
um derreamento de 6leo em rios da Amazdnia o vento facilita a dispersdo do 6leo
até as margens dos rios, acabando por contaminar mais de um ambiente. Temos

ainda o caso dos ciclos de cheia e seca, que contribuem para que as proporgoes de



24

um derramamento sejam ainda ser mais negativas, principalmente durante a cheia,

época em que parte da floresta esta submersa (Val, 1997).
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Figura 3. Transporte do Petréleo até de Manaus. A — Provincia Petrolifera
de Urucu; B — Terminal Fluvial da Transpetro no Rio Solimdes; C- Cidade de Coari;
D — Manaus.

Outro aspecto grave relacionado a presenga dos compostos de petroleo em
ambientes aquaticos, e agravados na regido amazoénica, € o efeito fotomodificador
da radiagdo solar e ultravioleta. Isso por que a radiagédo solar nessa regido € uma
das maiores do planeta (Madronich et al., 1998). Esse efeito esta relacionado com a
capacidade que os raios UVs tém de acentuar ou induzir efeitos toxicos de
determinados xenobidticos ambientais, incluindo o petroleo e os PAHs. No caso dos
PAHSs, a exposigao a luz UV promove reagdes de fotosensitivacdo (geracdo de um
unico atomo de oxigénio e de superoxidos) e fotomodificagdo (fotoxidagado e/ou
fotdlises), gerando assim formas mais toxicas desses compostos. Portanto, muitos
dos PAHs podem nao ser téxicos sozinhos, mas revelaram toxicidade acentuada
apo6s fotdlise ou fotomodificagdo. Isso foi 0 que concluiu os diversos estudos que
avaliaram a radiacdo UV como fotomodificadora do petréleo e seus constituintes
para organismos aquaticos ( Wernersson, 2003; Hahhinen et al., 2004; Choi e Oiris,
2003; Barron et al., 2005; Kim et al., 2009).

Os PAHs sdo geralmente considerados os compostos do petréleo mais

toxicos para os organismos aquaticos. Isso por que muitos deles atuam diretamente
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em nivel gendmico, provocando mutagdes e até cancer (Basu et al., 2001; Gravato e
Santos, 2002). Buscando estimar os principais efeitos da exposigdo de organismos
aquaticos da Amazbdnia ao petréleo e seus derivados, alguns estudos foram
conduzidos. Entre as espécies estudadas, estdo o tambaqui (Colossoma
macropomum) (Matsuo et al., 2006), o Acara-agu (Astronotus ocellatus) (Anjos,
2008), o Acari-bod6 (Liposarcus pardalis) e o Tamoata (Hoplosternum littorale)
(Brauner et al., 1999), que sao espécies tipicamente da Regido Amazobnica. Tais
estudos mostraram que apds exposicao ao petrdleo a capacidade respiratéria
dessas espécies ficou comprometida, bem como, o equilibrio i6énico e o
comportamento.

Ha relatos ainda de que peixes expostos ao petroleo e derivados, ou apenas
a fracdo soluvel em agua destes agentes, podem ter sua a eficiéncia alimentar
diminuida. Observou-se nesse caso aumento no consumo de alimento, porem baixa
absorgao dos nutrientes, o que sugere alteracdo direta no metabolismo energético
(Olsen et al., 2007) e consequentemente redugéo no crescimento desses peixes em
decorréncia da exposicdo aos compostos do petréleo. Foram relatados ainda
disturbios na habilidade respiratéria, alteragbes hematologicas e prejuizos ao
sistema imunolégico (Gagnon e Holdway, 1999; Cohen et al.,, 2001; Cohen et al,,
2005). Alteragdes morfologicas, mensuradas por meio de técnicas histopatologicas,
ja foram descritas em animais coletados apds a ocorréncia de derramamento de
derivados de petroleo (Katsumiti et al., 2009).

Diante da notavel problematica relacionada a poluigdo causada por petréleo,
a busca de alternativa que promovam a recuperagcdo de area ja afetadas é um

caminho que deve ser cada vez mais explorado.

2.3. DESPOLUIGAO DE PETROLEO E DIESEL

O fato do meio ambiente ser capaz de se regenerar naturalmente com o
passar dos anos, de forma a reestabelecer o equilibrio inicial a vida, ndo garante
necessariamente a recuperacdo total dessas areas. Contudo, em alguns casos
duram até décadas para se regenerarem totalmente, dependendo essencialmente
do tipo de fator que promoveu o desequilibrio. Além do mais, tal habilidade ndo é
ilimitada, ou melhor, pode sofre desgastes com o passar dos anos afetando assim

sua eficiéncia, ou mesmo pelo efeito cumulativo da deposi¢gao de poluentes. Ao
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serem ultrapassados certos limites, a capacidade regenerativa do ambiente pode ser
superada, dando lugar ao aparecimento de mudangas que s&o irreversiveis (Gomes,
1995).

Com o passar do tempo, a composi¢cao quimica dos combustiveis e/ou
petréleo presentes nessas areas sofrem diversos processos de mudanga na sua
composi¢do quimica. Isso por que os hidrocarbonetos presentes nesses
combustiveis e também no petroleo estdo sujeitos a acdo de processos naturais do
meio ambiente, o que influencia diretamente na persisténcia, mobilidade e reducao
da massa desses contaminantes. A grande maioria desses compostos (cerca de
60% a 90%) é biodegradavel. Contudo, o restante (cerca de 10% a 40%), seja ele
em estado bruto ou refinado, é recalcitrante. Embora seja uma fragdo menor, em um
derramamento de grandes proporgdes, isso ainda representa toneladas de
poluentes que estardo impactando os ecossistemas e serdo bioacumulados na
cadeia tréfica. O destino dessa fragdo restante sem duvida € o aspecto mais
relevante a respeito dos estudos que visam buscar alternativas para minimizar os
impactos ambientais causados por petréleo e derivados (Crapez et al., 2002)

A remediacao de solos contaminados por petroleo e seus derivados tem sido
bastante estudada e avaliada nas ultimas décadas. Contudo, tendo em vista a
complexidade desses compostos e a dificuldade de remocdo dos mesmos,
enfrentam-se nessa area ainda muitos problemas. A maioria deles sempre
relacionada ao tamanho da area impactada e associada a isso a escolha da
estratégia com melhor eficiéncia e custo/beneficio. Ha basicamente duas estratégias
de remediac&o de areas contaminadas: ex situ e in situ (Boopathy, 2000; Ramsay et
al., 2000) Estratégias de descontaminacdo ex situ envolve a remog¢ao de todo ou
partes do material contaminado para um local diferente da area de origem e a
posterior devolugao desse material apos o processo ser concluido. Porém, o esforgo
de transpor toda uma area contaminada para um local diferente faz dessa estratégia
uma das mais caras, mais trabalhosas e consequentemente pouco utilizada. Por
exemplo, em um local de testes nos EUA (Visalia, Califérnia) poluido com creosoto
(um derivado do petréleo), o custo para se bombear e tratar toda a regido
contaminada era de US$ 26.000,00 ddlares por galdo de creosoto e o tempo
estimado para esse processo era de 3250 anos. A descontaminacéo in situ, ou seja,
no local impactado, € a mais utilizada por apresentar menores custos e tempo de

tratamento. A mesma area em Visalia, avaliada com uma técnica in situ (injegdo de
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vapor) apresentou custo estimado por galdo de creosoto de US$ 130,00 e o tempo
de limpeza caiu para aproximadamente 3 anos (Nano et al., 2003).

Diversos métodos tém surgido nos ultimos anos. Alguns mais eficientes que
outros e uns mais caros que outros, porém todos eles apresentam vantagens e
desvantagens quando comparados entre si, tendo em vista a natureza da
contaminagao e as proporgdes do evento. A industria petrolifera divide os métodos
mais comumente usados em métodos fisicos, quimicos e biologicos (Khan et al.,
2004). Os tratamentos fisicos envolvem a separagcdo das fases do solo e
contaminante. Ja os tratamentos quimicos se baseiam nas diferencas das
propriedades quimicas dos diversos componentes dos contaminantes e envolvem,
geralmente, uma ou mais das seguintes reagdes quimicas: neutralizagédo, fotolise
e/ou oxi-reducdo. As principais operacdes e/ou processos fisicos e quimicos
utilizados em todo mundo para tratamento de residuos sélidos sao encapsulamento
(estocagem), extracdo por solvente, neutralizagdo, oxidagao, vitrificagdo, dessor¢ao
térmica e incineracdo (Santos et al., 2007).

Ao contrario de processos fisicos e quimicos, o tratamento biolégico é
considerado um método seguro, pois ndo afeta o equilibrio ecoldgico, é eficiente e
apresenta custos mais favoraveis. Baseia-se, essencialmente, na capacidade dos
microrganismos de minimizar ou remover poluentes de hidrocarbonetos de petréleo

do ambiente. Esse processo € denominado biorremedia¢ao (D'Annibale et al., 2006).
2.3.1. Biorremediagado de Areas contaminadas por diesel e Petréleo

A biorremediagdo € um processo que envolve a utilizacdo de
microorganismos, sejam eles de ocorréncia natural ou n&o, na degradacédo de
compostos nocivos ao meio ambiente, visando transformar tais compostos em
substancias menos toxicas ou atéxicas e assim promovendo a descontaminagao do
ambiente. Para que o processo de biorremediacdo aconteca de forma satisfatéria €
essencial a existéncia de microorganismos que sejam capazes de catabolizar as
reacdes quimicas necessarias para a degradacdo dos compostos. E necessario
ainda, que os compostos contaminantes estejam disponiveis ao ataque dos
microorganismos ou das enzimas produzidas por eles (Meneghetti, 2007).

A biorremediacao pode ser classificada em trés categorias distintas de acordo
com o produto final gerado pela agao principal dos microorganismos, a saber: a)

mineralizagdo, onde compostos quimicos organicos sao transformados a compostos
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quimicos inorganicos como dioxido de carbono, agua e aménia; b) biotransformacéo,
onde os compostos organicos quimicos sao transformados em estruturas menores e
c) co-metabolismo, onde outro composto é metabolizado primeiramente ou
simultaneamente a um composto especifico (Dalton et al., 1982).

Os microorganismos possuem a capacidade de se adaptarem, com mais
facilidade que outros organismos, a situagdes extremas, o que consequentemente
os tornam fisiologicamente versateis. Isso faz com que uma mesma espécie consiga
se desenvolver em ambientes totalmente diferentes (Martins, 2004). Essa
caracteristica torna-os aptos a metabolizar e frequentemente a mineralizar um
grande numero de moléculas organicas, fato que contribui significativamente para os
emprego desses seres no processo de remediagdo de areas contaminadas
(Alexander, 1994). Em ambientes aquaticos, por exemplo, 0s microorganismos
podem transformar quimicamente por meio da ag¢do de enzimas especificas
compostos contaminantes. Nesse processo, energia ou outro receptor de elétron do
meio € liberado e oxigénio consumido. Consequente a presenga desses receptores
de elétrons, além de outros nutrientes tais como nitrogénio, fosforo, minerais tragos,
e é claro, a fonte de carbono, que nesse caso sdo o0s poluentes organicos,
possibilitam o crescimento microbiano, o que culmina na conversao dos poluentes a
produtos de oxidagdo que geralmente terminam em dioxido de carbono e agua
(Flathman et al., 1994). Se esse processo acontece em um local onde o oxigénio
disponivel é escasso ou ausente, microorganismos anaerobios se sobressaem e
lideram as atividades de degradagdo. Para tal agao, utilizam como receptores de
elétrons o nitrato, o ion férrico, o sulfato e o dioxido de carbono com menores
transferéncias de energia, respectivamente (Martins, 2004).

O processo de biorremediagcdo pode ser acelerado pela utilizacdo das
técnicas de bioestimulacdo e de bioaumentacdo. A bioestimulagdo consiste em
oferecer condi¢cdes para que ocorra uma aceleracdo na reprodu¢ao microbiana e de
suas atividades metabolicas. Isso é feito pela adicdo de oxigénio, agua e nutrientes
ao meio ambiente contaminado criando assim condi¢gdes favoraveis para que o0s
microorganismos presentes se desenvolvam com maior rapidez. A bioaumentagao
consiste na introdugédo, no ambiente contaminado, de microorganismos especificos
capazes de degradar o contaminante presente no meio e que sejam adaptados as
condigbes ambientais (Deon et al., 2012). Nessa técnica, uma avaliagcédo prévia dos

microrganismos presentes no ambiente € necessaria para que sejam identificados
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aquele que s&o capazes de degradar os contaminantes. As espécies que se
apresentam potencialmente degradadores dos compostos presentes sao entéo
cultivadas e em seguida introduzidas no local onde aconteceu a contaminagao, com
o objetivo de aumentar a populagdo microbiana, responsavel pela degradagcéo do
oleo.

Na maioria das vezes, no tratamento de areas contaminadas s&o utilizados os
microorganismos que existem no proprio local. Todo o processo de biorremediagao
pode ser feito por uma unica espécie em particular, o que é mais dificil de acontecer,
ou pode ser feito pela interagcdo de um grande numero de espécies presentes no
local. Estas atuam em conjunto, sendo que o produto que foi gerado por uma
espécie sera usado por outra para produzir um segundo composto que vai ser
utilizado por outra bactéria e produzir outro composto e assim sera até que o produto
gerado n&o represente mais riscos ao meio ambiente (Ururahy et al., 1998).

Algumas vantagens sao conferidas a biorremediagdo em relagdo a outras
técnicas de tratamento de areas contaminadas. A primeira delas esta relacionada a
area de atuacdo. Tecnicamente, os microorganismos estariam presentes em todo o
ambiente onde aconteceu o derramamento. Logo, a biodegradacdo estaria
acontecendo em todos os lugares ao mesmo tempo, mesmo que a area do desastre
seja relativamente grande. A aplicagdo de outras técnicas para recuperagcédo de
ambientes muito extensos torna-se muitas vezes inviaveis seja pelo custo, seja pelo
tempo necessario para o tratamento de toda area afetada. Outra vantagem conferida
a biorremediacdo, é que o elemento fundamental de trabalho s&o os
microorganismos, que sao altamente manipulaveis em laboratério, permitindo dessa
forma, uma série de possiveis melhorias para facilitar o processo de biorremediagao.
Algumas delas poderiam ser: selegdo de mutantes capazes de uma degradagao
mais eficiente; transferéncia de genes responsaveis pelas enzimas de degradagéo a
microrganismos ja ambientados no local. Outra caracteristica relevante € o menor
custo em relacéo as técnicas fisico-quimicas de recuperagao de areas contaminadas
(Langenbach, 1994).

Embora microorganismos utilizem diferentes processos metabdlicos para
obter energia, sdo os heterotroficos os mais importantes usados na degradacéo de
contaminantes organicos. Isso por que eles empregam a respiragao para oxidar tais
compostos como fonte de carbono e energia, seja por meio da fermentacéo,
respiracdo aerdbica e anaerdbica. E justamente nesse principio que se baseia todo o
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processo de biorremediacdo de hidrocarbonetos de petréleo: a utilizacdo dos
compostos organicos do petroleo como fonte de carbono e energia (Alexander,
1994).

Tratando-se especificamente da degradagédo de hidrocarbonetos de petrdleo,
0S microrganismos capazes de realizarem esse processo estdo amplamente
distribuidos no solo e também em ambientes aquaticos. Contudo ainda € muito
pequena a quantidade de microorganismos que reconhecidamente degradam
hidrocarbonetos (Atlas, 1995).

Pelo fato de serem hidrofébicos, os hidrocarbonetos de petroleo tendem a
permanecerem sorvidos na matriz do solo, o que diminui assim a sua disponibilidade
ao ataque dos microorganismos e certamente limita sua biodegradacdo. Para
contornar esse problema a adicdo de surfactante € uma alternativa que apresenta
bons resultados. Sua adicdo na técnica de biorremediacdo apresenta efeitos
positivos em relagdo a dessor¢do de compostos organicos hidrofébicos sorvidos no
solo, pois diminuem a tensdo superficial e possui alta capacidade emulsificante,
aumentando assim a solubilidade dos compostos organicos. Muitos surfactantes s&o
produzidos naturalmente por bactérias, fungos e leveduras. Estes, como sao
produzidos por microrganismo recebem o nome de biossurfactantes, e s&o na

realidade subprodutos metabdlicos desses organismos (Nitschke e Pastore, 2002).
2.3.2. Biorremediagao por bactérias

Uma porcéo de solo, ou ainda areia ou sedimentos dos oceanos pode conter
quantidades significativas de bactérias que possuem capacidade de degradar
hidrocarbonetos. Essa quantidade se torna ainda maior quando se trata de uma area
que foi afetada pelo petrdleo e seus derivados (Harayama et al., 2004; Head et al.,
2006). A capacidade que muitas espécies de microorganismos possuem em usar
compostos de petroleo como substrato de crescimento e assim degradando ou
tornando-os menos téxicos ao meio, pode ser explicada pela presengca maci¢a de
hidrocarbonetos em toda a biosfera. A exposi¢cao prolongada a tais compostos e a
auséncia de outras fontes de carbono mais acessiveis levou esse seres a se
adaptaram a fim de utilizarem os hidrocarbonetos presentes no petréleo como fonte
de carbono e energia (Boopathy, 2000; Ramsay et al., 2000; Widdel e Rabus, 2001;
Diaz, 2004; Mandri e Lin, 2007). Para que esse processo acontega de forma
satisfatéria é preciso que as moléculas do petroleo sejam quebradas em compostos
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mais simples, intermediarios na via metabdlica desses microorganismos (Van
Hamme et al., 2003; Ferguson et al., 2007; Jacques et al., 2007)

As bactérias apresentam crescimento acelerado, grande versatilidade
metabdlica, plasticidade genética e capacidade de se adaptarem rapidamente a
variagdes do meio. Essas caracteristicas as tornam adaptaveis a diferentes tipos de
condigbes ambientais. Essencialmente elas necessitam apenas de energia, fonte de
carbono e nutrientes como nitrogénio, potassio, enxofre, fésforo, calcio e magnésio,
e assim conseguem crescer e sobreviver as mais distintas adversidades (Martins,
2004).

Essa caracteristica de facil adaptabilidade faz das bactérias os
microorganismos mais empregados na biorremediagcdo de ambientes contaminados.
Existem diversos trabalhos envolvendo bactérias na degradagcdo de compostos de
petréleo. Vias metabdlicas, por exemplo, de degradagcdo dos HAPs foram
identificadas em diferentes espécies de bactérias. Esses estudos mostram ainda que
a quebra de tais compostos aromaticos pode ser promovida de forma aerdbica e
também de forma anaerdbica (Boopathy, 2000; Widdel e Rabus, 2001; Diaz, 2004;
Jacques et al., 2007). Embora essa degradacao aconteca de forma satisfatéria nos
dois casos, existem relatos indicando que tal processo ocorre mais rapidamente
quando na presenga de oxigénio (Diaz, 2004).

A complexidade das estruturas quimicas e o tamanho dos hidrocarbonetos de
petréleo € diretamente proporcional a estabilidade quimica e a hidrofobicidade da
molécula (Kanaly et al., 2000; Yu et al., 2005). Isto contribui para uma caracteristica
marcante do petroleo que é a sua baixa solubilidade em agua, o que dificulta a agao
das bactérias (Kanaly et al., 2000; Yu et al., 2005; Cameotra e Singh, 2009; Seo et
al., 2009). Logo, uma etapa essencial na degradagcdo desses compostos €& a
obtencdo de uma boa interacdo entre o 6leo e a superficie celular das bactérias
degradadoras, permitindo assim, que o transporte entre a membrana celular
aconteca de forma eficiente.

Ja em relagcdo aos alcanos, outro grupo de compostos presentes no petréleo
e derivados, também existem muitas bactérias capazes utiliza-los como fonte de
carbono (Smits et al., 2003; Wentzel et al., 2007). Geralmente as bactérias que
degradam esses compostos possuem uma versatilidade metabdlica bastante
acentuada e usam outros compostos como fonte de carbono (Margesin et al., 2003;
Harayama et al., 2004), e frequentemente preferem degradar outros composto do
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que os alcanos. Porém, existem espécies altamente especializadas na degradacgéo
de hidrocarbonetos, n&o utilizando outro composto como fonte de energia. Tais
espécies sdo chamadas hidrocarbonoclasticas e desempenham um papel
fundamental na remocao de hidrocarbonetos de ambientes poluidos (Harayama et
al., 2004; Head et al., 2006; Yakimov et al., 2007). Um exemplo interessante a esse
respeito é a espécie Alcanivorax borkumensis. Essa espécie metaboliza
exclusivamente alcanos lineares e ramificados, ndo sendo capaz de metabolizar
outras substancias como fonte de carbono, como por exemplo hidrocarbonetos
aromaticos, aminoacidos, acidos graxos e agucares comuns (Yakimov et al., 1998;
Schneiker et al., 20006).

A. borkumensis tem como habitat o fundo dos mares e oceanos. Ha uma
hipétese de que na auséncia de poluentes essas bactérias provavelmente vivam as
custas dos alcanos produzidos pelos seres que habitavam o fundo dos mares, e
continuamente liberavam tais compostos mesmo em baixas concentragdes. Ao
longo dos anos devido ao acumulo natural de petréleo nesses locais, essa espécie
se tornou o microorganismo presente mais prevalente, derivando dai o importante
papel como biorremediador natural dessa espécie (Kasai et al., 2002; Hara et al,,
2003; Harayama et al., 2004; Yakimov et al., 2007; McKEW et al., 2007). Ndo séo
apenas as bactérias hidrocarbonoclasticas pertencentes ao género Alcanivorax que
realizam esse processo natural de biorremediacdo. Os géneros Thalassolituus
(Yakimov et al., 2004), Oleiphilus (Golyshin et al., 2002) e Oleispira (Yakimov et al.,
2003) também participam da biodegradagao de vazamentos de petréleo em diversos
ambientes (McKew et al., 2007; Coulon et al., 2007).

2.3.3. Alguns géneros de Bactérias envolvidas na degradagdo de
petroleo e diesel

Desde a década de 1950, bactérias degradadoras de compostos do petréleo
tém sido isoladas. Diversos foram os géneros identificados, incluindo os géneros
Pseudomonas e Bacillus (Crapez et al., 2002; Jacques et al., 2007; Mandri & Lin,
2007; Seo et al., 2009).

Diversos estudos relatam o envolvimento do género Pseudomonas na
degradagado de varios compostos presentes no petrdleo. Algumas das espécies
desse género sdo Pseudomonas sp., P. putida, P. paucimobilis, P. vesicularis, P.

fluorescens, P. stutzeri, P. saccharophilia e P. aeruginosa (Seo et al., 2009).
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Contudo, como acontece com todas as espécies bacterianas usadas em
biorremediagdo, nenhuma delas é capaz de degradar completamente o petréleo,
uma vez que sua constituicdo envolve a presencga de varios tipos de hidrocarbonetos.
Porém essas espécies podem certamente serem usadas na formacao de consorcios,
com outros microrganismos de géneros diferentes, cada um especializado em
degradar uma ou varias fragdes do oleo (Crapez et al., 2002; Jacques et al., 2007).

Cepas diferentes da espécie Pseudomonas sp., por exemplo, € capaz de
degradar aproximadamente dez compostos do petréleo (Seo et al., 2009). As cepas
C18, PP2, DLC-P11 degradam naftotiofeno e fenantreno (Denome et al., 1993;
Samanta et al.,, 1999; Prabhu e Phale, 2003), a B4 é responsavel por degradar
bifenil e clorobifenil (Chavez et al., 2004), HH69 consegue degradar dibenzofurano
(Fortnagel et al., 1990), ja a cepa CA10 degrada carbazole e dibezeno-p-dioxina
clorada (Habe et al., 2001), NCIB 9816-4 usa como fonte de carbono fluorano,
dibenzofurano, dibenzotiofeno (Resnick e Gibson, 1996) e finalmente a cepa F247
consome fluorano (Grifoll et al., 1995)

De acordo com Weissenfels e cols. (1990), as espécies P. paucimobilis e P.
vesicularis conseguem utilizar como fonte de carbono fenantreno e fluorano
respectivamente. Ja a P. putida e responsavel pela degradacdo de naftaleno e
fenantreno (Balashova et al., 1999), P. fluorescens degrada fenantreno, criseno e
Benzo[a]pireno (Kanaly et al., 2002), P. stutzeri e P. saccharophilia degradam pireno
(Kazunga e Aitken, 2000) e P. aeruginosa também consegue degradar fenantreno
(Romero et al., 1998).

Estudos envolvendo a degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo em
ambientes com baixas temperaturas relatam a capacidade de espécies
Pseudomonas sp. serem capazes de degradar tolueno e naftaleno em temperaturas
variando de 5 a 25°C (Whyte et al., 1997). Ainda, essa mesma espécie é
responsavel pela degradagao de fenol, tolueno e anilina em temperaturas variando
de 40° a 42° C (Lugowski et al., 1997).

Quanto ao género Bacillus, relatos também indicam o envolvimento de varias
espécies desse género na degradagao compostos de petroleo. As mais citadas s&o
Bacillus sp., B. cereus, B. stearothermophilus, B. oleovorans e B. subtilis (Margesin e
Schinner, 2001).

A espécie B. stearothermophilus sobrevive em altas temperaturas, e em teste
envolvendo a degradagao de petroleo mostrou-se capaz de degradar 80-89% do
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oleo cru, cerca de 59L'1, depois de 5 dias em temperatura de 60° C (Sorkhoh et al,
1993) sendo que uma das vias de degradagcdo que ela utiliza para isso é a do
naftaleno. Outra espécie representante desse género que esta envolvida na
degradacgédo de compostos de petrdleo é o B. cereus, que reconhecidamente € capaz
2000).
hidrocarbonetos clorados, tais como clorobenzoato e pentaclorofenol, pode ser feita
por B. subtilis (Markl et al., 1999).

Quanto ao Bacillus sp., bactéria capaz de sobreviver em temperaturas entre

de metabolizar pireno (Kazunga e Aitken, A biorremediacédo de

40° C e 75° C, testes de degradagcdo apontam que ela & responsavel pela
degradagdo completa de 5mM de fenol em temperaturas que variaram de 55-75° C.
Na concentragdo de 10mM de fenol houve inibicdo do crescimento dessas bactérias
(Mutzel et al., 1996).

Esses dados sao resumidos na tabela 3, que apresenta espécies dos géneros
Pseudomonas e Bacillus com comprovada capacidade de degradacéo de compostos

de petréleo e diesel.

Tabela 3: Espécies dos géneros Pseudomonas e Bacillus envolvidos
degradacao de compostos de petroleo e diesel.

" L Composto A .
Género Espécie Cepa degradado Referéncia
. Mutzel et al.,
Bacillus sp. - Fenol 1996
. Kazunga e
Bocillus B. cereus - Pireno Aitken, 2000
B. 80 — 89% de Margesin e
stearothermophilus petroleo Schinner, 2001
. Clorobenzoato; Markl et al.,
B. sublilis ° pentaclorofenol 1999
Denome et al.,
C18, , ) 1993;
PP2, f[:if;?#gﬁgo’ Samanta et al.,
DLC-P11 1999; Prabhu
e Phale, 2003
Pseud B4 Bifenil; Chavez et al.,
Pseudomonas S:eu omonas clorobifenil 2004
: . Fortnagel et
HH69 Dibenzofurano al., 1990
Carbazole;
CA10  dibenzeno-p- gg‘gf etal,
dioxina clorada
NCIB Fluorano; Resnick e
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9816-4 dibenzofurano; Gibson, 1996
dibenzotiofeno

F247 Grifoll et al.,
Fluorano 1994
) Romero et al.,
P. aeruginosa - Fenantreno 1998
Fe.nantlteno; Kanaly et al.,
P. fluorescens - criseno;
) 2002
Benzo[a]pireno
) . Weissenfels et
P. paucimobilis - Fenantreno al., 1990
P putida i Naftaleno; Balashova et
- pu Fenantreno al., 1999
- . Kazunga e
P. saccharophilia - Pireno Aitken. 2000
. . Kazunga e
P. stutzeri e - Pireno Aitken. 2000
) , Weissenfels et
P. vesicularis - Fluorano al., 1990
2.4. ESPECTROMETRIA DE MASSAS APLICADA A PROTEOMICA

As proteinas s&o responsaveis por uma grande quantidade de fungdes
metabdlicas e bioldgicas desempenhadas pelos organismos vivos. Suas fungdes
variam desde o transporte e armazenamento de substancias dentro das células até
seu envolvimento em processos metabdlicos mais complexos. Também comumente
notavel, € a capacidade que certas proteinas possuem em controlar fungdes
importantes relacionadas ao préprio DNA, como é o caso das proteinas envolvidas
na regulacdo da expresséo génica (Bradbury, 2000). Nos microorganismos a agao
de tais proteinas €& essencial para a sobrevivéncia da célula, uma vez que
constantemente 0 meio em que elas se encontram sofrem variagdes em ralagao a
temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes, concentragdo salina e presséo. Isso
faz com que a expressao de proteinas especificas para uma dada condigdo seja
ativada/desativada. Em se tratando de biorremediacéo, tais variagdes ambientais
afetam consideravelmente o processo de biorremediagao (Alexander, 1994).

Algumas vias metabdlicas de degradacéo de petrdleo e seus derivados ja sdo
bastante conhecidas, como também as proteinas envolvidas, como as vias alk (c5 a
c12 n-alcanos), nah (naftaleno; PAHs) (Whyte et al, 1997) e xyl (tolueno;
hidrocarbonetos aromaticos) (Nakai et al, 1983). Contudo, informagbes mais
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detalhadas a respeito das proteinas envolvidas nessas vias ainda sdo escassas.
Apenas algumas poucas proteinas, até onde se sabe, estdo envolvidas nesse
processo. Outras podem estar envolvidas diretamente nessas vias de degradacao,
porém ndo foram descritas ainda. E preciso saber quais sdo e como interagem as
proteinas e quais os genes ativados mediante a uma condi¢do de poluicdo (Gilbert,
2001).

O termo proteoma foi cunhado para significar o conjunto de todas as
proteinas que intervém nos processos biolégicos de uma espécie, expressas por um
genoma. A analise de um proteoma € realizada por um conjunto de metodologias
analiticas adotadas a fim de determinar caracteristicas quantitativas e qualitativas de
um proteoma. Essa caracterizacdo com base na identificagdo das proteinas
expressas pode ser consideravelmente complexa. Além de determinar o conjunto de
proteinas presentes, que sozinha é uma tarefa bastente ardua, é preciso ainda
determinar e caracterizar uma grande quantidade de isoformas geradas por
modificagdes apos o processo de traducgdo. E finalmente, devem ser verificadas
também as interagbes que essas proteinas realizam entre si (Tyers e Mann, 2003;
Aebersold e Mann, 2003). Diante disso, a espectrometria de massas (MS) se torna
uma tecnologia indispensavel na caracterizagdo de um proteoma, mais
especificamente no que diz respeito a identificagdo das proteinas presentes (Cantu
et a., 2008).

A técnica de MS consiste basicamente em identificar proteinas com base nas
informagdes da relagdo entre massa e carga (m/z) de espécies ionizadas em fase
gasosa (Aebersold e Mann, 2003). Um espectrometro de massas possui uma fonte
de ions, um analisador de massas, um detector e um sistema de aquisicdo de dados.
Existem varias fontes de ionizagdo empregadas em MS aplicada a analise
protedmica, sendo que o MALDI (Matrix-Assisted Laser Desporption lonization) &
uma delas (Karas e Hillenkamp, 1988). Sua fungdo, como o proprio nome sugere, &
ionizar (de maneira suave, preservando assim a estrutura polipeptidica) e também
transferir as espécies ionizadas para a fase gasosa. Ja os analisadores de massas,
sSa0 responsaveis por separar os ions formados de acordo com suas relagdes m/z.
Diversos analisadores de massas sao comercialmente disponiveis, entre eles Time-
of-Flight (TOF), que separa os ions de acordo com o tempo de voo seguindo o
principio basico de que os ions com massas menores deslocam-se mais

rapidamente e os maiores mais lentamente. Uma vez separados, esses ions sao
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detectados por eletromultiplicadoras que constituem os detectores mais largamente
usados, e entdo os resultados sao transmitidos ao sistema de aquisicdo na forma de
espetros para serem entédo interpretados (Cantu et al., 2008).

Para essa interpretacéo, dois tipos de resultados sao usados. O primeiro caso
esses resultados trazem informacdo relativa a massa molecular dos peptideos
oriundos da digestdo enzimatica (Peptide Mass Fingerprint — PMF). A base dessa
metodologia consiste na digestdo prévia (antes de ser analisada no espectrémetro)
da proteina a ser identificada por uma enzima proteolitica (por exemplo, a tripsina), o
que faz com que sejam produzidos varios peptideos dessa proteina. As massas
desses peptideos, determinadas com grande acuidade (0,1-0,5 Da) pelo
espectrdmetro de massa, € usada na identificacdo da proteina umas vez que elas
formam uma espécie de impressao digital (PMF) da mesma. Softwares especiais
permitem comparar o PMF, gerado pelo espectrdmetro, da proteina de interesse
com PMFs gerados teoricamente pelo computador. O Software faz uma digestao in
silico em todas as sequéncias de proteinas depositadas em um banco de dados.
Essa digestdo teorica é feita com a mesma enzima usada na digestdo feita na
proteina de interesse, tendo com base o sitio de clivagem dessa enzima. E entdo
apd6s a comparacao de todos os PMFs tedricos como o real, se a sequéncia da
proteina buscada estiver depositada no banco de dados, o software identificara
corretamente a proteina de interesse (Sousa et al., 1999).

No segundo caso faz-se uso de resultados obtidos pela fragmentacéo de
peptideos individuais previamente detectados (Sadygov et al., 2004). Nessa
fragmentagcdo um peptideo maior € quebrado liberando seus aminoacidos e suas
massas também detectadas pelos mesmos processos ja mencionados. Isso resulta
em uma espécie de sequenciamento de pequenas regides da proteina quando
esses dados sao analisados por software especificos. O uso das pequenas
sequéncias obtidas em conjunto com as informagdes de massas moleculares (PMF)
constitui uma poderosa técnica de identificacdo de proteinas conhecida como
sequence tag (Souza et al., 1999) que pode certamente ser empregada na
identificacdo de proteinas envolvidas no processo de biorremediacdo de composto
de petréleo e seus derivados.

Existem milhares de relatos relacionados aos mais diversos processos de
biorremediacdo de petroleo e seus derivados. Tais estudos apresentam as mais
detalhadas descrigbes dos diversos géneros e espécies evolvidos nesses processos.
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Porém, sao poucos os trabalhos que detalham o envolvimento das proteinas que
atuam diretamente nesses processos. Diante disso, estudos empregando técnicas
modernas de identificacdo de proteinas sdo cada vez mais necessarios nessa area,
uma vez que podem contribuir para elucidar o envolvimento das proteinas nas mais

variadas vias de degradagao dos compostos presente no petréleo e diesel.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar perfil protebmico da espécie B. pumilus isoladas da Amazénia,
cultivada em petréleo e diesel, visando a identificacdo de proteinas envolvidas em
vias de degradacéo de xenobioticos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Verificar a viabilidade da espécie B. pumilus em degradar compostos de
petroleo e diesel.

* Apresentar perfil de crescimento bacteriano para B. pumilus cultivadas em
petréleo, diesel e extrato de levedura.

* Validar um perfil protedbmico (2D-PAGE) para B. pumilus cultivadas em
petréleo, diesel e extrato de levedura.

* Auvaliar a expressao diferencial em B. pumilus em presenca de petréleo, diesel
e extrato de levedura.

* Identificar por espectrometria de massas proteinas de B. pumilus envolvidas

na degradacgéao de petréleo e diesel.



40

4. MATERIAL E METODOS

4.1. CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS

4.1.1. Coleta de espécies bacterianas com capacidade de biodegradagao
de petréleo

As amostras de bactérias utilizadas nesse trabalho foram previamente
coletadas na saida dos efluentes da refinaria da Petrobras/Manaus-AM (REMAN)
pela estudante de Doutorado Solange Pires de Araujo (PPGBIOTEC). Raizes, caule,
folhas e flor de macrofitas aquaticas das espécies Eichorniasp sp., Cyperus sp. e
Hymenachne sp., foram coletadas na tentativa de isolar espécies bacterianas
endofiticas ou epifiticas dessas plantas com potencial de biorremediagao de petroleo.

Para o isolamento das espécies bacterianas foi adotado protocolo baseado
em selegdo de microrganismos que crescem em petroleo como unica fonte de
carbono (dados n&o publicados de Araujo, S. P.). Varias colénias foram isoladas e
conservadas em meio LB (Luria-Bertani) 0,75% de agar em temperatura ambiente e
também em glicerol 20% a -80°C. As amostras bacterianas foram identificadas por
sequenciamento do gene responsavel pela regido de 16S do rRNA (Julio Nino de

Souza Neto) de acordo com o que € apresentado na tabela 4.

Tabela 4. Espécies bacterianas identificadas por sequenciamento do
gene responsavel pela regidao de 16S do rRNA. Adaptado de Neto (2013).

Amostra Espécie Gram Forma
1 SB41 Pseudomonas aeruginosa Negativo Bacilo
2 SB63  Lysinibacillus fusiformes Positivo Bacilo
3 SB121  Lysinibacillus fusiformes Positivo Bacilo
4 SB102 Acinetobacter junii Negativo Cocobacilo
5 SB132 Acinetobacter junii Negativo Cocobacilo
6 SB123 Bacillus pumilus Positivo Bacilo
7  SB139 Bacillus pumilus Positivo Bacilo

Para as os ensaio de biodegradacdo e etapas subsequentes deste trabalho
foi selecionada a espécie B. pumilus (SB139) identificada anteriormente.
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4.2. ENSAIOS DE DEGRADAGAO DE PETROLEO E DIESEL

4.2.1. Pré-cultivos de B. pumilus

Para o uso nas etapas seguintes, amostras de B. pumilus, que estavam
sendo conservadas em meio LB e agar 0,75% em temperatura ambiente, foram
plaqueadas em LB-agar e incubadas a 30°C por 16h. Coldnias bacterianas dessas
placas foram ent&do inoculadas em tubos de ensaio contendo 5mL meio LB caldo e
incubadas por 16h a 30°C sob agitagcado de 140 rpm. Apds o tempo de crescimento,
foi retirado 1mL de cada cultura para medir as densidades celulares em
espectrofotometro a 600nm de comprimento de onda, e o restante de cada cultura
foi centrifugado a 10000 rpm por 5min. O sobrenadante de cada cultura foi
descartado e o pellet celular ressuspendido em solugéo salina (NaCl) 0,15M estéril
em volume suficiente para que fosse obtido no final densidade celular igual a 1 com

base na analise feita anteriormente no espectrofotdbmetro.
4.2.2. Ensaio de Biodegradacao de Petréleo e diesel em escala piloto

A fim de confirmar a capacidade das espécies bacterianas selecionadas de
conseguir crescer e se desenvolver em meio contendo petroleo e diesel como unica
fonte de carbono, foi realizado um pré-ensaio em menor escala. Nesse teste de
biodegradagdo, bem como nos demais, foi adotado o meio minimo BH (Bushnell e
Haas, 1941) da Difco™, livre de qualquer fonte de carbono. Seu preparo foi feito de
acordo com indicacdes do fabricante na concentracdo 3,27g.L™" em agua destilada, o
pH ajustado para 7,5 e em seguida autoclavado a 121°C por 15min a presséo de
1atm.

Para o teste de degradagdo de xenobidtico, foram adicionados 50uL da
solugédo contendo as bactérias (item 3.2.1) em tubos de ensaio com 5mL de meio
minimo BH e entdo foram adicionados 66uL de petréleo ou de diesel. Estes testes
foram realizados em triplicada. Como controle positivo foi usado extrato de levedura
na concentragdo de 0,1% (v/v) como fonte de carbono. Os tubos foram entdo
incubados a 30°C a uma rotagao de 140 rpm. Para melhor aeragéo os tubos foram
inclinados no inicio da incubacado e permaneceram assim até o final do processo. O
crescimento bacteriano foi acompanhado diariamente e o ensaio teve duragao

maxima de 72h.
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4.2.3. Ensaio de Degradacao de Petroleo e Diesel e Curva de
Crescimento Bacteriano

Nessa etapa foram usados 50mL de meio BH em frascos Erlenmeyer de
125mL. O pré-inbcuo de B. pumilus foi preparado seguindo 0sS mesmos
procedimentos adotados no item 3.2.2, sendo que a quantidade do mesmo
adicionada aos Erlenmeyers com BH foi tanto quanto necessario para a obtencao de
densidade celular no inéculo igual a 0,01 para medi¢gdes em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 600nm. Quanto as fontes de carbono, foram usados 660uL
de petréleo (1,3%) e também 660uL diesel (1,3%) separadamente. O controle
positivo também foi feito com extrato de levedura na concentragéo final de 0,1%
como fonte de carbono. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, inclusive o
controle. Para determinagdo da curva de crescimento foram realizadas medi¢des
sucessivas da concentragdo celular a cada 6h nas mesmas condigbes feitas
anteriormente, até a obtencéo da fase estacionaria da curva de crescimento. Essas
medicdes foram feitas com de 1mL, sendo que diluigdes na proporcao de 1:10 foram
feitas a medida que a leitura indicava que a densidade estava se aproximando de 1,

afim de minimizar erros de leitura relacionados a turbidez do meio de cultura.

4.3. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

4.3.1. Extracao de Proteinas Totais

Cada cultura bacteriana exposta aos xenobidticos (petrdleo e diesel) e, no
caso dos controles positivos, extrato de levedura, foram cultivadas conforme descrito
até que atingissem o final da fase exponencial, sendo que esse tempo variou de
acordo coma a fonte de carbono usada. Apds atingirem esse ponto, os 50mL de
cultura foram centrifugadas a 4000 rpm a 20°C por 10min. O sobrenadante foi entéo
descartado e o pellet das células ressuspendido em 3mL de tampao de lavagem
(Tris-HCI 50mM pH 7,5). Uma nova centrifugacdo seguida de nova lavagem e
finalmente outra centrifugagao foi feita. Apos da terceira centrifugagado o pellet de
células foi ressuspenso em 1mL de solu¢do de lise (7M uréia, 2M tiouréia e 4%
CHAPS, 50mM DTT e 50uL/mL de coquetel de inibidores de proteases). As células
foram entdo lisadas em sonicador durante trés ciclos de 30s, com intervalos de 10s
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entre cada ciclo. Finalizada essa etapa as amostra permaneceram em banho de
gelo por 60min e entdo foram centrifugadas por 30min a 12000 rpm a 4°C. O
sobrenadante foi recuperado e distribuidos em aliquotas com volumes de 100uL em
microtubos de 1,5mL. A essas aliquotas foram adicionados 5x o volume (500 pL) de
solugédo gelada de cloroformio e metanol na proporgao de (1:4) e entdo os tubos
foram agitados em vortex por 30s, seguido de centrifugagédo por 15min a 12000 rpm
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de proteinas ressuspendido com
1mL de metanol. Essa etapa foi repetida mais duas vezes. Finalmente o pellet foi
secado a temperatura ambiente e em seguida estocado a -20°C.

4.3.2. Quantificagao de Extrato Protéico

Para a quantificagdo de proteinas uma aliquota de cada condigéo (petréleo,
diesel e extrato) de ambas as bactérias foi utilizada, sendo que estas foram
ressuspendida em 50uL ureia 3M. Apenas 1uL desse total foi utilizado, o qual foi
misturado em 1mL da solugdo de quantificagdo (Reagente A e Reagente B na
proporgao de 1:50) do Kit BSA (BCA Protein Assay Reagent Pierce). As amostras
foram entdo incubadas em banho seco a 37°C por 30min. Em seguida houve a
leitura das amostras em espectrofotometro a 562nm de comprimento de onda. Os
dados obtidos foram entdo inseridos na formula geral da curva padrao preparada
previamente obedecendo todos os critérios estabelecidos pelo fabricante.

4.4. ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2D-PAGE)
4.4.1. Isoeletrofocalizagao

Para realizagdo da isoeletrofocalizagao (IEF), primeira dimenséo, 250uL de
tampéao de Reidratagédo (DeStreak Rehydration Solution; GE Healthcare) juntamente
com 1% IPG buffer (pH 3-11) foram usados para ressuspender aproximadamente
250ug das proteinas que seriam analisadas na concentragéo final de 1ug/uL. Apos
10min em temperatura ambiente as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por
2min e entdo todo o volume (exceto o precipitado) foi adicionado no Immobiline
DryStrip Reswelling Tray (GE Healthcare). Logo em seguida tiras de IPG
(immobilized pH gel) foram devidamente colocadas sobre as amostras. As tiras de
IPG apresentavam comprimento de 13cm (130x3x0,5mm; GE Healthcare) com
gradiente de pH variando de 3 a 11. Posteriormente as tiras foram cobertas com
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oleo mineral (DryStrip Cover fluid / GE Healthcare) e levadas ao focalizador Ettan
IPGphor Il (GE Healthcare) por 22 horas a 20°C. Nas 10 primeiras horas aconteceu
a rehidratagédo das tiras de IPG e as 12 horas seguintes reservada a focalizag&o
isoelétrica. Essa etapa final ocorreu em cinco estagios diferentes onde houve a
variacdo da voltagem aplicada as amostras. A focalizagdo iniciou com voltagem de
150V e permaneceu assim por 2 horas, e entdo foi aumentada a 300V por mais 2
hora. Na etapa seguinte iniciou-se um gradiente de voltagem saindo do 300V até
alcancar 1.000V ao final de 4 horas. Esse gradiente continuou na etapa seguinte até
atingir 8.000V nas 2 horas seguintes. Essa voltagem foi mantida na etapa final por
mais duas horas. Toda a focalizagao isoelétrica ocorreu com uma tensao limite de
50mAltira de IPG. Ao final desse processo as tiras foram imediatamente equilibradas

ou congeladas a -20° C até a realizagdo da segunda dimens&o.
4.4.2. Equilibrio das Tiras de IPG

Previamente a SDS-PAGE, as tiras foram equilibradas em 2mL de tampao de
equilibrio (50mM Tris-HCI — pH 8,8; 6M Uréia; 30% (p/v) Glicerol; 2% (p/v) SDS e um
traco de azul de bromofenol) e 50mM DTT (agente redutor) por 15 minutos sob leve
agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida as tiras foram equilibradas por mais
15 minutos, sob as mesmas condi¢cdes, em tampao de equilibrio acrescido de 50mM

de lodoacetamida.

4.4.3. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Presenca de SDS (SDS-
PAGE)

Apos o equilibrio, as tiras de IPG foram posicionadas horizontalmente sobre o
gel SDS-PAGE 12% com dimensdes de 18cm x 16cm. Sobre as tiras foi
acrescentado agarose 0,5% em tampao de corrida. Para que a frente de migragéo
ficasse visivel, foi acrescido tragcos de azul de bromofenol a solugéo de agarose.

A segunda dimensdo foi realizada em tampao de corrida (25mM Tris-base,
192mM glicina e 0,1% SDS) utilizando o sistema eletroforético Hoefer SE 600 Ruby
(GE Healthcare). Para que a passagem das proteinas da tira para o gel SDS-PAGE
ocorresse de maneira suave e homogénea, a eletroforese foi desenvolvida a 25
mA/gel nos 20 minutos iniciais. O restante da corrida foi realizada a 50mA/gel a
500V e sendo interrompida quando a frente de migragéo estava a aproximadamente
1cm do limite inferior do gel. A duracgéo total foi de aproximadamente 3 horas e 30
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minutos. Todas as etapas e solugdes utilizada no 2D-PAGE foram adaptadas e
desenvolvidas a partir do protocolo fornecido pelo fabricante do aparelho (2-D
Electrophoresis Principles and Methods, 2005).

4.5. FIXAGAO, COLORAC}AO, DIGITALIZAGAO E  ANALISE
COMPUTACIONAL DOS GEIS SDS-PAGE

Para a fixagdo das proteinas, os géis permaneceram durante 30min, em
solugédo fixadora (10% (v/v) de acido acético; 40% (v/v) de metanol). Foi utilizada a
coloragdo com azul de Coomassie coloidal. Os géis ficaram submersos em
aproximadamente 200mL de solu¢do corante (8% sulfato de aménio, 0,8% acido
fosforico, 0,08% Comassie Blue G-250, 20% metanol) por um periodo de 16 a 20
horas. Para permanecerem apenas as marcagdes das bandas, os geéis foram
descorados em agua destilada.

Os géis foram digitalizados no ImageScanner™ Il (GE Healthcare) e
analisados com o programa ImageMaster’™ 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare)
(Dowsey et al., 2010). Os parametros definidos para a detecgdo dos spots no

programa foram os seguintes: area minima=5; smooth=2 e saliéncia=100.

4.6. ESPECTROMETRIA DE MASSAS
4.6.1. Selegao do Spots

Os perfis de B. pumilus foram usados para identificagdo de proteinas por
espectrometria de massas. Foram selecionados no total 96 spots dos trés perfis
protebmicos validados para B. pumilus. Esses spots foram tomados de acordo com
sua ocorréncia nos trés perfis. Para essa selecdo foi adotado como parametro as
comparagdes feitas no software ImageMaster Platinum. Dessa forma os spots
selecionados foram agrupados em 4 classes:

12) spots comuns aos trés perfis: nesse caso foram tomados os spots que
foram detectados em todos os trés perfis de B. pumilus; (10 spots selecionados)

2%) spots comuns a petroleo e diesel: aqueles de ocorréncia nos perfis de
petréleo e diesel a mesmo tempo; (20 spots selecionados)

3?) spots exclusivos de petroleo: os que tiveram sua ocorréncia registrada

apenas no perfil validado para petroleo; (46 spots selecionados)
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42) spots exclusivos de diesel: os que sé apareceram na condigéo diesel; (20

spots selecionados)
4.6.2. Preparo das Amostras

Os spots de interesse foram retirados manualmente do gel utilizando
ponteiras novas estéreis tipo P1000 e colocados em microtubos eppendorf (1,5 ml).
Aos tubos contendo os géis/spots foram adicionados 500uL de solugdo descorante
(50% (v/v) de metanol; 2,5% (v/v) de acido acético) e foram incubados por 2 horas a
temperatura ambiente. Este procedimento foi repetido uma vez mais até a completa
descoloragado dos géis/spots. Em seguida, foram submetidos a duas etapas de
desidratacdo com 200uL de acetonitrila 100% por 5 minutos cada. A acetonitrila foi
descartada e os tubos deixados a temperatura ambiente para evaporacdo da
acetonitrila restante (3 a 5 min). Os géis/spots foram reduzidos com 30uL de solugéo
de DTT (Ditiotreitol 10mM; bicarbonato de aménio 100mM) por 30min. A solugéo de
DTT foi entdo removida e as amostras foram alquiladas com 30uL de solugdo 1AA
(lodoacetamida 50mM; bicarbonato de aménio 100mM) por 30min em cémara
escura a temperatura ambiente. Apds a remocao da solugcdo de IAA as amostras
foram lavadas com 100uL de bicarbonato de aménio 100mM e incubadas por 10min.
Essa solugdo foi entdo descartada e o gel desidratado com 200uL de acetonitrila
100% durante 5min e entao reidratado com 200uL de bicarbonato de aménio 100mM
por 10min. Duas desidratagdes com acetonitrila 100% aconteceram novamente e ao
final as amostras foram mantidas a temperatura ambiente para evaporacdo da
acetonitrila residual.

Para a digestao proteolitica in gel, os spots selecionados foram reidratados
em 20uL de solugao de tripsina (Promega) (20ng/mL em tamp&o contendo 50mM de
bicarbonato de amoénio). A reidratagdo ocorreu durante 30 minutos em banho de
gelo. O excesso da solugdo de tripsina foi descartado e adicionado 20uL de
bicarbonato de aménio 50mM. As amostras foram incubadas a 37°C por 16 horas.

A extragao dos peptideos do gel foi realizada adicionando-se 20uL de solugao
de extragao | (acido formico 5%) mantido por 5min a temperatura ambiente. Todo o
volume foi recuperado para um novo tubo e ao gel foi adicionado 15uL de solugéo
de extracdo Il (acido formico 5%; acetonitrila 50%) sendo incubado por 10min a
temperatura ambiente. Novamente houve a recuperacio de todo o volume e o passo

anterior foi repetido mais uma vez. As amostras foram entdo liofilizadas e
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armazenadas a -20°C até sua aplicagcado no espectrometro de massas.
4.6.3. Obtencao dos Espectros de Massa e Fragmentacao de Peptideos

A analise por espectrometria de massas (MS) foi feita em espectrometro
MALDI-TOF Autoflex spectrometer (Bruker Daltonics) no Centro de Biotecnologia da
Amazobnia - CBA. Os peptideos extraidos foram ressuspensos em 5uL de acido
féormico 0,1% e misturados, na proporcéo de 3:2, a solugdo de matriz saturada de
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (10mg/ml em 0,1% TFA em 1:1 acetonitrila/metanol).
Essa mistura foi aplicada na placa de MALDI (Bruker Daltonics) e deixada para
cristalizar em temperatura ambiente.

Os espectros foram adquiridos em modo ion positivo usando uma voltagem
de aceleracao de 20kV, frequéncia de laser de 50Hz e faixa de aquisicdo entre 800 —
3200 Da. A calibragao externa foi feita utilizando padrées de peptideos de massa
conhecida (angiotensina) e como calibrante interno foram utilizados picos de autolise
da tripsina (842,50 Da e 2211,10 Da) quando presentes. Trés peptideos de cada
amostra foram submetidos a fragmentacdo (MS/MS) nos mesmos parametros

mencionados.
4.6.4. Analise dos Espectros de Massa e Identificagao das proteinas

Os espectros das amostras foram obtidos por acumulo de 200 tiros e
analisados pelo software FlexAnalysis v3.0 (Bruker Daltonics). O padrdo de massas
(PMF) obtido para cada amostra foi comparado com o padrao de massas gerado in
silico, a partir do banco de dados do NCBInr usando o programa MASCOT
(www.matrixscience.com). Os paréametros de busca foram os seguintes: Categoria
Firmicutes, 0,3Da de tolerancia, cisteinas carbamidometiladas e metioninas
oxidadas. Os dados de probabilidade de combinacéo pelo escore, massa molecular,
ponto isoelétrico, numero de peptideos equivalentes e porcentagem de cobertura
dos peptideos em relacdo a proteina foram combinados para identificacdo das
proteinas. Os dados gerados na fragmentagdo foram usados para a obtencdo de
pequenas sequéncias dos peptideos e usadas na confirmagdo das proteinas
identificadas por PMF-.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE BIORREMEDIAGAO DE B.

pumilus

A espécie bacteriana B. pumilus foi avaliada como potencial degradadora de
petroleo e diesel. Quando comparado ao crescimento na presenca de extrato de
levedura.

A melhor taxa de crescimento e também desenvolvimento foi observada no
cultivo dessa espécie em diesel como fonte de carbono. O crescimento nessa
condigdo foi bastante intenso, porém ndo houve pigmentagdo visivel no meio de
cultivo. O crescimento de B. pumilus em petroleo como fonte de carbono, embora
nao tenha atingido as mesmas proporgdes do que em diesel, foi também bastante
satisfatério, uma vez que houve turbidez suficiente para indicar crescimento
bacteriano. O crescimento observado em extrato de levedura foi levemente mais
eficiente do que em petréleo. Nos dois casos, também ndo houve registros quanto a
mudanca da coloragdo do meio de cultivo que pudesse ser relacionada a
pigmentacao por parte dessa bactéria.

Tabela 5. Comparagao entre o crescimento de B. pumilus em petréleo,
diesel e extrato de levedura. Cultivo em meio BH, pH 7,5, a 30°C, sob agitacao de
150 rpm durante 72. ( - ) — Sem crescimento visivel; (-+) — Crescimento leve; ( + ) —
Crescimento moderado; ( ++ ) Crescimento intenso;

Tempo de Cultivo em dias

Espécie Fontes de Carbono
0 1 2 3
Petroleo (1,3%) - -+ + +
B. pumilus Diesel (1,3%) - + ++ ++
Extrato de Levedura (0,1%) - + + +

Quanto a capacidade de biorremediagdo, o fato dessa espécie conseguir
crescer em meio contendo xenobiotico (diesel ou petrdleo) como unica fonte de
carbono, € um forte indicio da capacidade de metabolizagdo desses compostos por
tal espécie.

A utilizagdo da espécie B. pumilus tem sido relatada em processos
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envolvendo biorremediacdo de areas contaminadas por petréleo e diesel. O
crescimento de B. pumilus em petroleo e naftaleno sob condi¢bes aerdbias foi
avaliado e os resultados indicaram que essas substancias foram usadas como fonte
de carbono e energia pelo microrganismo (Calvo et al., 2004). Outro relato indica
que quando essa espécie foi incubada em placas de Petri contendo areia (10 g),
in6culo bacteriano (2%) e petréleo (1%) a 30°C por 20 dias, foi observado que a
bactéria conseguiu degradar o petréleo bruto. Destaca-se ainda, que ao final do
processo, o restante do 6leo apresentava maior fluidez do que a descrita no inicio do
experimento (Bueno et al., 2010).

Também existem relatos que indicam a utilizacdo de B. pumilus em processos
biorremediagdo de compostos do diesel. Meyer (2011) observou percentual acima
de 90% na biodegradagdo de tais compostos por um consorcio envolvendo B.
pumilus. Essa espécie também foi indicada como uma das que apresentaram maior
potencial para degradar n-hexadecano, que é um dos principais compostos do 6leo
diesel e €& considerado um composto modelo para a biodegradagcdo de
hidrocarbonetos de cadeia longa (Costa, 2006).

Como ja mencionado, a presencga de biossurfactante aumenta o potencial de
biorremediacdo de uma dada espécie. A produgao de biossurfactante por B. pumilus
€ pouco mencionada na literatura atual. Os primeiros estudos envolvendo esse
assunto foram reportados por Morikawa et al. (1992), que identificaram B. pumilus
como um novo produtor de surfactina. Porém, em um estudo envolvendo a produgao
de surfactina por diversas espécies de Bacillus foi identificado que o biossurfactante
produzido por B. pumilus € muito similar, porém nao ¢é idéntico, a surfactina. Isso foi
concluido através da caracterizagao desse surfactante por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (CLAE). E ainda, na tentativa de verificar a presengca do gene
surfactina sintetase, indispensavel para sintese de surfactina, uma reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) foi realizada e apresentou resultados negativos para B.
pumilus (Hsieh et al., 2004). Esses dados foram refutados recentemente por um
estudo que se avaliou a produgdo de biossurfactantes produzidos por cepas de
Bacillus utilizando os processos de fermentagcéo submersa (FS) e de fermentagdo no
estado solido (FES). Apos feita a caracterizagdo desse biossurfactante, ficou claro
que B. pumilus produz surfactina, uma surfactina com massa molar de 103,5kDa
(Surfactina A) (Bugay, 2009).

A surfactina € um dos biossurfactantes mais eficientes conhecidos, pois em
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concentragbes muito baixas ela reduz substancialmente a tensido superficial de
certas misturas envolvendo compostos organicos e agua (Fox e Bala, 2000; Wei et
al., 2003). Aléem dessa propriedade, a surfactina exibe uma excelente estabilidade
em variagdes de pH, temperatura e forga ibnica (Desai e Banat, 1997). Uma grande
variedade de isoformas e homologos da surfactina foram encontrados. Ela se
apresenta geralmente como heptapeptideo cuja porgao lipidica é comumente
composta pelos tipos n, iso e anteiso, que podem variar de 12 a 16 atomos de
carbono. O componente principal deste biossurfactante € o acido 3-hidréxi-13- metil-
tetradecandico (Kluge et al., 1988; Liu et al., 2008).

Quanto a infecgbes humanas causadas por B. pumilus, sdo muito raras.
Apenas um relato de infe¢des cutaneas por essa espécie em 3 pastores, 2 dos quais
eram membros da mesma familia. As lesdes pareciam ter uma morfologia
semelhante a de lesbes cutdneas de antraz. Apos tratamento adequado todos eles
foram curados. Os relatos indicam ainda que essas lesbes n&o foram originalmente
causada por B. pumilus, esse sO apareceu alguns dias apds a lesdo ter acontecido
(Tena et al., 2007). Dois casos de bacteremias associadas a essa espécie em
pacientes tratados na Divisdo de Hematologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Uludag, foram também reportados (Ozkocaman et al., 2006). Um
incidente envolvendo trés pessoas acometidas de intoxicacdo alimentar com arroz
causada por B. pumilus também foi relatado. Ao se avaliar as causas dessa
intoxicacdo, ficou claro que essa espécie produz um complexo de lipopeptideos
conhecidos como pumilacidina, sendo sua produgdo mais elevada a 15° C, que
ocasionou o incidente. Também nao foram reportadas vitimas fatais no evento (From
et al., 2007).

E indiscutivel diante desses fatos que a espécie avaliada nesse trabalho
apresenta grande potencial de biorremediagdo. Porém, os casos doengas que foram
reportadas a elas associadas, acabam sendo um fator negativo quanto ao uso dessa
espécie em processos de biorremediacdo. Mas, ainda assim, seu uso € bastante
recomendado, seja para estudo como modelos de degradagdo de xenobidticos ou
para uso efetivo dessa espécie na biorremediacdo. Sem contar que derrames de
petroleo podem acontecer em ambientes indspitos, onde a utilizagdo dessa espécie
nao apresentaria 0 menor risco a saude humana. Alguns relatos indicam a utilizagao
eficaz dessa espécie na degradagdo de diversos compostos em ambientes

extremos com altos ou baixos niveis de temperatura, pH, salinidade e pressao
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atmosférica (Margesin e Schinner, 2001). Um outro aspecto favoravel a proposi¢céo
das amostras de B. pumilus estudada nesse trabalho em processos de
biorremediagdo, € o fato dessa terem sido isoladas do ambiente, sendo portanto,
integrante da microbiota ambiental.

5.2. PERFIL DE CRESCIMENTO DE B. pumilus

A taxa de crescimento bacteriano, definida como variacdo do numero de
células por unidade de tempo, apresenta variagcdes distintas de acordo com o tempo
de cultivo, tornando possivel a divisdo da curva de crescimento em quatro fases:
fase lag; fase log ou exponencial; fase estacionaria e fase de declinio ou de morte
celular (Tortora et al., 2000). O recurso habitual para o monitoramento e
determinacao dessas fases consiste em fazer medi¢gdes da absorgdo ou dispersao
da luz através de uma cultura em meio liquido por meio de equipamentos
fotoelétricos (espectrofotdmetros) em um determinado comprimento de onda e em
intervalos de tempo regulares. Os dados obtidos de densidade otica podem ser
utilizados para construgdo de uma curva padrao de crescimento (Assis, 2007).

Com base nisso, foi determinado nessa etapa do trabalho o padrdo de
crescimento de B. pumilus na presenga dos xenobioticos petréleo e diesel e também
em extrato de levedura (figura 04)

Usando extrato de levedura como fonte de carbono, B. pumilus teve inicio da
fase exponencial antes de 2h de cultivo e término em 6 horas de cultivo, sendo que
nesse tempo a biomassa total registrada foi de 0,657 (ODsgqp) (figura 4A).

O uso do petroleo como fonte carbono por B. pumilus promoveu o
crescimento em nivel exponencial com inicio da fase exponencial entre 6h e 12h de
cultivo e término em 48 horas, sendo a biomassa total registrada para esse periodo
igual a 0,517 (ODeoo). ApOs a fase exponencial o crescimento ficou praticamente
estagnado até 60 horas, logo apos foi observado novamente crescimento. Esse
evento € um forte indicativo do crescimento diduxico apresentado pela espécie B.
pumilus quando utiliza petréleo como fonte de carbono (figura 4B). A fase
exponencial para os cultivos que utilizaram diesel como fonte de carbono teve inicio
entre 6h e 12h de cultivo e término em 54h. Foi verificado nesse periodo produgao
de biomassa igual a 2,28 (ODsggo)
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Figura 4: Perfil de crescimento de B. pumilus em Extrato de Levedura (A),
Petréleo (B), Diesel (C) e Comparagao entre as trés condigoes (D). Cultivo feito
em meio BH, pH 7,5, a 30°C, sob agitacdo de 150 rpm. (A) coleta de pontos
realizados a cada 2h. (B e C) coleta de pontos realizados a cada 6h.

Ao comparar o crescimento de B. pumilus na presenga de xenobidbticos e
extrato de levedura observa-se que em diesel o crescimento foi cerca de 4,5x mais
eficiente do que em petroleo (ODegoo 0,517) e cerca de 3,5x mais eficiente do que em
extrato de levedura (ODeoo 0,657). Na comparagao petroleo e extrato de levedura, a
vantagem foi registrada para a utilizagcado de extrato de levedura como fonte carbono,
que se mostrou 1,2x mais eficiente do que o petréleo na producdo de biomassa de B.
pumilus. Quanto ao inicio da fase exponencial nas condi¢des, foi observado inicio
praticamente simultaneo para petréleo e diesel (6 horas) e em um tempo inferior a 2
horas para extrato de levedura. Em nenhuma das trés fontes de carbono foi
observado alteragdo na coloracdo do meio que sugerisse a produgao de pigmento
pela espécie.

Diversas espécie do género Bacillus tém sido descritas com capacidade de
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produzir uma grande variedade de pigmentos (Hullo et al., 2001). Em B. subtilis o
pigmento produzido apresenta cor marrom (Khaneja et al., 2010) e outras cores
também foram documentadas. Outros exemplos incluem um B. megaterium que
produz pigmento vermelho (Mitchell et al., 1986), pigmento vermelho e cinza para B.
atrophaeus (Nakamura, 1989; Fritze e Pukall, 2001). A pigmentagao variando de
amarelo a laranja foi encontrado em varias espécies, incluindo, B. indicus (Suresh et
al., 2004), B. cibi (Yoon et al., 2005) B. vedderi (Agnew et al., 1995), B. jeotgali
(Yoon et al., 2001) B. okuhidensis (Li et al., 2002), B. clarkii (Nielsen et al., 1995), B.
pseudofirmus (Nielsen et al., 1995) e B. firmus (Ruger e Koploy, 1980). O B. pumilus
por sua vez produz um pigmento de cor de laranja avermelhado, soluvel em agua
(Khaneja et al., 2010). Porém sua produgao é um processo extremamente regulado,
pois depende da fase de crescimento, temperatura e do meio (Manzo et al., 2013).

Em um trabalho envolvendo a producdo de pigmentos em B. pumilus,
detectou-se uma forte indugdo de pigmento, apenas 8-10 horas depois que as
células entraram na fase estacionaria de crescimento em 37°C em meio LB. Embora
a cepa (SF214) tenha sido descrita como mesofila e a sua temperatura 6tima de
crescimento 37°C, a maxima produgcdo do pigmento foi observada a 25°C. Em
comparagao com células cultivadas em 25°C, uma ligeira diminui¢do da produgao de
pigmento foi observada a 30°C , ao passo que mais de 2 vezes e cerca de 6 vezes a
diminuic&do da sintese foi observada a 37°C e a 42°C, respectivamente (Manzo et al.,
2013).

Embora haja indicativo da produgédo de pigmento a 30°C, esse evento com ja
mencionado, ndo foi verificado neste trabalho, o que indica que a presenca de
xenobidtico pode ter interferido nesse processo. Os cultivos usando extrato de
levedura como fonte de carbono n&o foram monitorados tempo suficiente apos o fim
da fase exponencial, conforme sugerido por Manzo e cols. (2013), para que se
detectasse a presenga de pigmento.

Quanto aos tempos de atingimento do fim da fase exponencial Bueno e cols.
(2010) defendem que o maximo crescimento das espécies do género Bacillus ocorre
em 12 horas. Apés esse periodo o crescimento permanece constante (fase
estacionaria) até 72 horas, com posterior declinio. Esse comportamento nao foi
observado para essa B. pumilus em nenhuma das trés condi¢cdes avaliadas neste
trabalho.

O crescimento de B. pumilus, linhagens 133S-B e NI 114R-O, em meio
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mineral com diesel (1%) foi avaliado em por Rodriguez-Rodriguez e cols. (2012)
durante 10 dias. De acordo com os autores foram observados aumentos constantes
nos niveis de produgao de surfactantes por essa espécie, chegando a atingir niveis
maximos de emulsificacdo acima de 60%. Como essas taxas de emulsificagcado se
mantiveram crescentes, isso € um indicio de que o crescimento bacteriano se
manteve ao longo de todo o experimento, havendo ao final células ativas produtoras
de biossurfactante. Os niveis de emulsificacdo de o6leo diesel por B. pumilus (L4)
foram também avaliados por Bento e cols. (2005) e foi observado niveis proximos de
50% apds 7 dias de experimento. Estes resultados indicam mais uma vez que essa
bactéria conseguem utilizar o diesel como fonte de carbono e s&o capazes de
produzir biossurfactante por varios dias apos o inicio do cultivo. Dados relativos a
biomassa bacteriana e periodo da transicdo de fases de crescimento nédo foram
relatados nesses experimentos.

Para o crescimento de B. pumilus (28-11) em meio contendo petréleo (0,1%)
como fonte carbono Calvo e cols. (2004) identificaram mudanca da fase exponencial
para estacionaria em apenas 24 horas apds o inicio do cultivo. Em comparagao com
os dados apresentados nesse trabalho isso € um indicativo de que a concentragao
de petroleo (1,3%) influenciou diretamente na mudancga de fases, uma vez que o
mesmo evento no nosso caso so foi observado um dia depois (48h).

De acordo Schlegel (1997), muitas espécies bacterianas apresentam
crescimento diauxico. Em face ao esgotamento de um dado composto/nutriente que
a bactéria vinha utilizando, ela passa a utilizar um segundo composto presente no
meio, necessitando para essa transicao de um periodo de adaptagcao que muitas
vezes reflete reducdo nas taxas de multiplicacdo celular. Neste trabalho o
crescimento de B. pumilus em diesel (30h) ndo foi totalmente interrompido, e
portanto, ndo sendo considerado um evento de diauxia. Porém, em petroleo (48h) o
crescimento foi interrompido por 12h, o que sugere maior necessidade de adaptacéo
por parte da bactéria para metabolizar o novo composto.

Ainda relacionado ao diauxismo apresentado por B. pumilus cultivado da em
petréleo (60h) esse comportamento pode estar diretamente relacionado aos niveis
de producao de surfactina. Segundo Slivinski et al., (2012), um aumento significativo
na produgcao desse biossurfactante ocorre entre 30-40 horas do inicio do cultivo
dessa espécie em meio liquido, atingindo produgdo maxima em 50-60 horas.
Temperaturas de cultivo em torno de 25-30°C contribuem também para o aumento
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na produgao de surfactina nesse periodo. Isso sugere que para 0S NOSSO ensaios
em petréleo, quando as células comecgariam a entrar na fase estacionaria (60h de
cultivo), coincidindo com a escassez do composto que elas vinham utilizando como
fonte de carbono, uma maior producdo de surfactina estimulou novamente o
crescimento ao facilitar a utilizacdo de outros xenobidticos a acdo desses
microorganismos, promovendo assim o crescimento diguxico observado em nosso

experiemnto.

5.3. RENDIMENTO PROTEICO

O rendimento de proteinas totais para a espécie B. pumilus cultivadas em
petroleo, diesel e extrato de levedura foi avaliada e os resultados obtidos estédo
descritos na tabela 6. O rendimento protéico obtido foi de 0,017, 0,009mg e
0,022mg.mL'1 na presenca extrato de levedura, petréleo e diesel, respectivamente,
como fonte de carbono. O que demonstra que o rendimento protéico de B. pumilus
foi cultivado na presenca de diesel foi cerca de 2,4 x maior que em petréleo e 1,3x
maior do em extrato de levedura. O rendimento em extrato de levedura foi quase

2,0x maior do em petroleo.

Tabela 6. Rendimento médio de proteina de B. pumilus em cada
condigao. Cultivo feito em meio BH, pH 7,5, a 30°C, sob agitacdo de 150 rpm.

Espécie Condigao Rend. (mg)* mg.mL"'** Cultivo(h) ***
Ext. Levedura (0,1%) 2,540 0,017 06
B. pumilus Petréleo (1,3%) 1,328 0,009 48
Diesel (1,3%) 3,240 0,022 54

(*) — Rendimento médio protéico para cultivos em 150mL de meio de cultura; (**) - Rendimento médio
protéico em mg por mL de meio de cultura; (***) — Final da fase exponencial onde foi feita extrago.

A comparagdo de rendimento protéico com a quantidade de biomassa
produzida para B. pumilus (figura 5B) indica que quanto maior a biomassa produzida
maior rendimento protéico. Porém, os dados n&o sugerem rendimento diretamente
proporcional a quantidade de biomassa, uma vez que por exemplo, para condi¢ao
diesel que produziu biomassa cerca de 3,5x maior que na condi¢do extrato de
levedura, o rendimento protéico foi apenas aproximadamente 1,3x. O mesmo é
observado para extrato de levedura e petroleo com diferencas em relacédo a
biomassa de apenas 1,3x, porém com diferenca no rendimento protéico de
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aproximadamente 2x.
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Figura 5. Comparacao entre a biomassa bacteriana produzida na
diferentes fontes de carbono e o rendimento protéico obtido em B. pumilus. Os
dados se referem ao rendimento bruto obtido em 150mL de meio de cultura. A
dosagem de proteinas totais foi realizada por meio Kit BSA (BCA Protein Assay
Reagent Pierce). Temo de cultivo de 6, 48 e 54h para B. pumilus em extrato de
levedura, petréleo e diesel respectivamente.

A producdo de proteinas totais de B. pumilus em diesel 1% também foi
avaliada por Meyer (2011). Os resultados mostraram que a produgéo de proteinas,
em 54 h, foi de aproximadamente 0,04mg.mL™". Estes dados sdo quase duas vezes
superior ao observado para B. pumilus (0,022mg.mL™") nos nosso experimentos.

Dados relacionados ao rendimento protéico de B. pumilus em petréleo nao
foram encontrados. Porém o crescimento dessa espécie em 50pg.mL'1 de pireno,
composto presente tanto em diesel quanto em petréleo, mostrou produgao de cerca
de 1,2mg.mL™" ja no primeiro dia de cultivo, sofrendo pouca variagdo ao longo de
mais trés dias (Khanna et al., 2012). Para outras espécies do género Bacillus sao
relatados algumas informacdes a respeito de biomassa total produzida utilizando-se
petréleo como fonte de carbono. Por exemplo, B. subtilis consegue produzir cerca de
0,6mg.mL'1 de proteinas quando incubado com 2% de petréleo a 55°C por 72h (Das
e Mukherjee, 2006). B. methylotrophicus produz cerca de 0,4mg.mL™" de proteinas a
35°C, por 48h, 2% de petroleo (Chandankere et al., 2014) Esses resultados
demonstram que a producdo de biomassa bacteriana € influenciada pela
concentracdo do o6leo presente no meio de cultivo, tempo e temperatura de

incubacéo, além é claro da habilidade em utilizar o petréleo como fonte de carbono.
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5.4. PERFIL PROTEOMICO (2D-PAGE) DE B. pumilus CULTIVADO EM
XENOBIOTICOS E EM EXTRATO DE LEVEDURA

O perfil validado de B. pumilus para essa condicdo de extrato de levedura
apresentou 159 spots (figura 6A). Ao analisarmos esse perfil, percebe-se padrdo de
distribuicdo das proteinas ao longo do gradiente de pH restritas a faixa 3-7. Quanto a
massa molecular, percebe-se uma auséncia de proteinas menores (10-30kDA), pois
como se observa no gel todas elas, exceto por algumas poucas, estdo concentradas
praticamente na metade superior do gel, o que demonstra que tais proteinas tem
tamanhos variando de 40-120kDa. Alguns spots se apresentam em niveis de
intensidade maior do que a maioria, indicando produ¢do em maior escala das
proteinas presentes nesses spots.

O perfil de B. pumilus em diesel (figura 6B) apresentou um total de 154 spots.
A analise do perfil validado dessa condicdo revela que as proteinas expressas por
tal bactéria também estdo restritas a faixa de pH 3-7. Quanto ao tamanho, é
observado distribuicdo em faixas que variam entre 10 -120kDA.

Para o perfil de P. pumilus em petroleo apresentou 223 spots (figura 6C). A
analise demostra a presenca de uma quantidade bastante significativa de spots com
intensidade mais elevada. Quanto ao perfil de migracédo em relagdo ao gradiente de
pH percebe-se a maioria das proteinas centradas em uma faixa bem mais restrita de
pH (4-6), contudo e possivel verificar a presenca de proteinas em toda a faixa do
gradiente de pH, indicando uma maior versatilidade dessas proteinas quanto as
suas zonas de pl. O padrdo de migragdo quanto a massa molecular revela a
presenca de proteinas de todos os tamanho, variando de 10 a 120kDa, e em

guantidades bastante semelhantes.
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Figura 6: Perfis protedmicos validados para B. pumilus: (A) Extrato de
Levedura; (B) Diesel; (C) Petrdleo. Para todas as condigdes foram usados 250ug de
proteinas; Primeira dimensao feita em faixa de pH 3-11; Segunda dimens&o em
SDS-PAGE 12%; coloragdo em azul de Comasse blue G-250; géis editados no
software ImageMaster Platinum 6.0 estao representados a direita na figura.
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5.4.1. Comparacgao entre os perfis proteémicos de B. pumilus

Os perfis protedmicos validados para essa espécie também foram submetidos
a comparagdes entre si a fim de que fossem determinadas semelhangas e
diferengcas entre o padrdao de migracdo das proteinas entre as condigdes.
Inicialmente foram feitas as comparagdes entre o perfil extrato de levedura como os
perfis de petrdleo e diesel, e finalmente a comparacao entre os perfis de petrdleo e
diesel.

A primeira comparacédo (figura 7A), feita entre os perfis extrato de levedura
(159 spots) e diesel (154 spots), indicam diferencas bastante visiveis no padrao de
migragao das proteinas nesses géis. Enquanto que no gel de diesel temos proteinas
distribuidas quanto a massa molecular de forma mais ampla no gel (no sentido
vertical) , no perfil extrato de levedura nota-se a auséncia de proteinas como massas
moleculares menores, restringindo a distribuigcdo basicamente a parte superior do gel.
A migragédo quanto ao pl em ambos os casos mostra praticamente todas proteinas
reclusas a faixa de pH 3-7. Quanto a intensidade dos spots o perfil para extrato de
levedura se destaca, com alguns spots apresentando intensidade acima da média.
No perfil para diesel também percebe-se alguns spots, embora menor numero, com
notavel intensidade. A similaridade entre os dois perfis foi avaliada em 32,9%, o que
indica que entre os spots presentes o sofftware considerou que apenas 50 deles
eram comuns aos dois géis.

Em relacdo a comparagédo do perfil protedbmico de extrato de levedura (159
spots) com o perfil de petréleo (figura 7B), a analise revelou similaridade igual a
36,4%, ou seja, apenas 57 spots foram indicados com comuns as duas condigdes. A
diferenga quanto a quantidade de spots presentes nos dois geis também chama a
atencado. O perfil para diesel apresenta cerca de 66 spots a mais quando comparado
ao perfil obtido para a condigdo extrato de levedura. Quanto ao pl observa-se um
padrao parecido, a maioria das proteinas confinadas a faixa de 3-7, como diferencial
de que para o gel de petréleo € possivel verificar spots na faixa de 8-11, ainda que
em pequenas quantidades. A distribuicdo quanto a massa molecular dessas
proteinas segue basicamente aquilo que ja foi descrito anteriormente para a
comparagao como gel de diesel. Spots com maiores intensidades s&o observados
nas duas condicdes com destaque para o perfil de petréleo. Tais spots nessa
condigado aparecem distribuidos verticalmente por quase todo o gel.
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Figura 7. Comparacao dos perfis de B. pumilus entre as diferentes
fontes de carbono. (A) — Extrato de Levedura x Diesel; (B) — Extrato de levedura x
Petroleo; (C) — Diesel x Petroleo. Spots destacados em verde foram considerados
comuns as duas condi¢cdes e em vermelho exclusivos de cada condi¢do. O software
utilizado foi o ImageMaster Platinum 6.0.
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Para a comparagao entre os perfis de diesel (154 spots) e petroleo (223
spots), a similaridade determinada foi de 30,7%, portanto, 68 spots considerados
comuns as duas condicdes. A diferenca entre o numero de spots apresentado pelos
dois perfis foi de quase 70, sendo o perfil para petroleo o que apresentou maiores
quantidades. A analise quanto ao padrdo de migracdo em relagcdo a massa
molecular revela um padrao de distribuicdo muito parecido para os dois perfis. Em
relagdo ao pl, verifica-se a presenga de alguns spots na faixa 8-11 para perfil de
petréleo e também a quantidade de spots na faixa de pH igual 3-4 é bem maior no
perfil de diesel do que em petrdleo.

No quesito intensidade dos spots o perfil validado para petréleo se sobressai
em relagdo ao perfil de diesel. Aproximadamente 18 spots com intensidade mais
elevada € vista no perfil de petrdleo e apenas 8 com intensidade maior sao
observados no perfil de diesel. A maioria desses spots mais intensos foram
marcados como exclusivos para a condicdo em que eles aparecem, indicando mais
uma vez expressao diferencial para essas duas condi¢des. Resumo de todas as
comparagdes que foram realizadas, bem como a quantidade de spots presentes em
cada condicdo podem ser verificado na tabela 7.

Tabela 7. Niveis de similaridades apresentado pelas comparagoées entre
os perfis de B. pumilus. Niveis de similaridades obtidos pelo software ImageMaster
Platinum 6.0. Comparagdes para mesma espécie em fontes de carbono diferente.

B. pumilus
Condicao
¢ N2 de Spots Extrato de Diesel Petrdleo
Levedura
Extrato de Levedura 159 - 32,9% 36,4%
B. pumilus  Diesel 154 - - 30,7%

Petrdleo 223 - - -
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5.5. ESPECTROMETRIA DE MASSAS PARA B. pumilus

A analise por Espectrometria de Massas para a identificagdo das proteinas

presentes nos perfis validados foi feita com 96 spots da espécie B. pumilus.
5.5.1. Spots Selecionados

Na tabela 8 € apresentado o total de spots selecionados para cada uma das

quatro condigdes, bem como as marcacgdes definidas para diferenciacao entre eles.

Tabela 8. Identificagao dos spots selecionados para espectrometria de
massas. Adotado como parametro para classificagdo (ocorréncia no perfil) a
comparagdes obtidas pelo ImageMaster Platinum 6.0.

Identificagcao do spot Ocorréncia nos perfis Total selecionado
01a10 Comuns a todos 10
11a30 Comuns a Petrdleo e Diesel 20
31a76 Exclusivos de Petréleo 46
77 a 96 Exclusivos de Diesel 20
Total de spots selecionados 96

Os spots classificados como “comuns a todos” (observados em todas as
condigbes experimentais) foram recortados do gel que corresponde ao perfil de
extrato de levedura, os “comuns a petroleo e diesel” e os “exclusivos de petréleo”
foram recortados do gel do perfil de petroleo e finalmente os spots classificados
como “exclusivos de diesel” foram recortados do gel do perfil de diesel. Os spots

selecionados podem se visualizados na figura 8.
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Figura 8. Spots selecionados para Espectrometria de massas. (A) Spots
comuns a todos; (B) Spots comuns a petroleo e diesel; (C) Spots exclusivos de
petréleo; (D) Spots exclusivos de diesel.
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5.5.2. Proteinas ldentificadas para B. pumilus na diferentes fontes de
carbono.

Para identificagdo das proteinas, como proposto em Material e Métodos,
foram utilizados o PMF (MS) e a fragmentagdo de peptideos. Contudo, por
problemas relacionados ao equipamento, os resultados obtidos para a fragmentagao
nao foram conclusivos. Portanto, a identificagcdo das proteinas foi realizada apenas
por PMF. Diversos trabalhos usam apenas PMF para identificacdo de proteinas,
inclusive alguns relacionados a identificacao de proteinas envolvidas na degradagao
de xenobioticos (Navarro-Llorens et al., 2005; Denef et al., 2006; Agullo et al., 2007,
Patrauchan et al., 2008).

Dos 96 spots selecionados para identificacdo por espectrometria de massas
57 spots apresentaram resultados positivos na identificacdo de proteinas. Desse
total 54 proteinas foram identificadas, sendo que em trés casos foi observado que
dois spots estavam relacionados a mesma proteina. Essas proteinas identificadas
foram agrupadas de acordo com as fungbes desempenhadas por elas. Elas foram
agrupadas em 13 grupos funcionais distintos: Biossintese de Proteinas, Manutencao
e Reparo de DNA, Formagéo de Biofilme e Revestimento Celular, Reguladores de
Transcrigdo, Transcricdo génica, Esporulacdo e Resposta a estresse, Transporte,
Pepitidases, Metabolismo Energético e Biossintese da ATP, Biossintese de
aminoacidos e Nucleotideos e Outras Fungbes (tabela 9). Sdo apresentados
também dados a respeito de massa molecular e pl (experimental e tedrico) e o spots
correspondente o perfil proteémico de B. pumilus ao qual ela esta associada.
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Tabela 9. Proteinas identificadas por Espectrometria de Massas. Identificagdo por PMF (Peptide Mass Fingerprint),
banco de dados das buscas MASCOT/SwissProt. Parametros das buscas: banco de dados para espécie B. subtilis; tolerancia de
0,3Da; cisteinas carbamidometiladas e metioninas oxidadas.

Massa (kDa) e pl

Ocorréncia nos perfis

Spot Proteinas Identificadas Experimental Teorico
Biossintese de Proteinas

2 Fator de Elongacéo G 76,74 480 76,47 4,81 Comum a todos
9 Fator de Elongacéo Ts 2431 5,20 32,20 5,31 Comum a todos
20  50S Proteina robossomal L1 2497 9,38 2494 9,37 Comum a Petrdleo e Diesel
34  Cisteinil-tRNA sintase 50,84 5,26 53,60 5,27 Exclusivo de Petréleo
37  Aspartil/glutamil-tRNA Amidotransferase subunidade B 53,40 5,00 53,42 5,00 Exclusivo de Petrdleo
50  Fator de reciclagem de Ribossomos 20,75 5,64 20,84 5,35 Exclusivo de Petrdleo
69  50S proteina robossomal L21 11,55 9,85 11,14 9,73 Exclusivo de Petroleo
84 Protein-disulfide isomerase 22,73 4,83 26,82 4,61 Exclusivo de Diesel
92 16S rRNA metiltransferase GidB 26,68 6,03 27,05 6,62 Exclusivo de Diesel

54, 85 Trigger factor 49,78 4,68 47,52 4,40 Comum a Petroleo e Diesel

Manutencao e Reparo de DNA
10  Methylated-DNA-protein-cysteine methyltransferase 18,79 6,75 18,40 6,16 Comum a todos
41 Proteina RecA 37,71 5,05 37,73 5,05 Exclusivo de Petréleo
62 Proteina recombinase RecR 22,23 487 2199 513 Exclusivo de Petréleo
48  DNA-3-metiladenina glicosilase 35,78 8,24 38,79 5,99 Exclusivo de Petrdleo
67  DNA polimerase IV 44,72 9,30 45,75 8,68 Exclusivo de Petroleo
13 Ribonuclease HllI 34,16 9,67 33,38 9,43 Comum a Petrdleo e Diesel
29 Exodeoxiribonuclease VIl subunidade maior 50,17 6,74 50,87 9,26 Comum a Petrdleo e Diesel
Formacao de Biofilme e Revestimento Celular

11 Glicosiltransferase 3546 4,86 3532 4,95 Comum a Petrdleo e Diesel
53  UDP-N-acetilglucosamina 1-carboxiviniltransferase 46,78 5,55 46,53 5,40 Exclusivo de Petrdleo
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25,76

28
57
60
68
73
75

77
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71
93
21

12
31

Fosfato aciltransferase
Penicillin-binding protein
N-acetiimuramico acido 6-fosfato eterase

Reguladores de Transcrigcao

Familia LacL de reguladores de transcricdo (LacR)
Familia MarR de reguladores de transcricéo
Familia LysR de reguladores de transcri¢cao
Phosphate starvation-induced protein

Familia LuxR de reguladores de transcri¢ao
Familia TetR de reguladores de transcricéo
Familia XRE de reguladores de transcri¢ao

Transcrigao génica
DNA-directed RNA polimerase subunit beta

Degradacao de Xenobioéticos
FMN-dependente NADH-azoredutase
Acetoina dehidrogenase AcoB
Dioxigenase

Butirato quinase

Esporulacao e Resposta a estresse
Sporulation-specific protease YabG
N-acetilmuramoil-L-alanine amidase
Peroxiredoxina YgaF

Phage-like element PBSX protein XkdX

Transporte
ABC transporter ATP-binding protein
Subunidade SecA da Proteina translocase

37,00
65,59
32,85

37,60
18,96
36,59
35,51
24,00
21,93
7,54

133,63

22,96
24,56
37,80
39,85

33,46
27,13
18,21
6,29

65,78
91,34

8,71
8,74
5,50

5,62
9,19
6,73
6,14
5,92
5,09
6,21

5,06

5,17
6,55
5,40
5,77

9,00
5,95
5,89
4,50

6,92
6,80

35,75
65,71
32,42

37,23
16,97
35,00
35,46
24,35
22,18
8,77

133,96

23,01
24,27
38,54
40,77

33,89
27,27
17,85
6,79

65,85
95,34

5,69 Exclusivo de Diesel
8,65 Exclusivo de Diesel
5,80 Comum a Petroleo e Diesel

5,42 Comum a todos
7,69 Comum a Petréleo e Diesel
5,97 Exclusivo de Petroleo
6,42 Exclusivo de Petroleo
5,54 Exclusivo de Petroleo
6,46 Exclusivo de Petroleo
8,10 Exclusivo de Petroleo
4,94 Exclusivo de Diesel
5,36 Comum a todos
6,20 Comum a todos
5,61 Exclusivo de Petroleo
5,73 Exclusivo de Petroleo
6,95 Comum a todos
9,20 Exclusivo de Petroleo
5,71 Exclusivo de Diesel

4,48 Comum a Petréleo e Diesel

6,59 Comum a Petroleo e Diesel
5,44
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17
22

18
63, 72
80
27

24
33
58
61
89
95

52
66

Peptidases
Peptidase T
Dipeptidase PepV

Metabolismo Energético e Biossintese da ATP
Mannitol-1-fosfato 5-dehidrogenase

Defosfo-CoA quinase

Xylose isomerase

FOF1 ATP synthase subunit alpha

Biossintese de aminoacidos e Nucleotideos

Glutamina amidotransferase subunidade PdxT
Fosforibosilaminoimidazole- succinocarboxamide Synthase
Acetilglutamato quinase

ATP fosforibosiltransferase subiunidade catalitica
1-pirroline-5-carboxilato dehidrogenase

Acetolactato sintase subunidade catalitica

Outras Fungoes
Porfobilinogénio deaminase
4-diphosphocitidil-2-C-meetil-D-eritritol quinase

45,53
51,30

41,20
22,00
50,30
55,23

21,60
26,76
34,59
23,72
56,56
62,72

35,10
32,31

4,73
4,85

5,70
5,05
5,75
5,49

5,14
5,24
5,95
4,72
5,50
5,32

5,28
6,02

45,73
51,75

40,72
22,73
50,41

54,648

21,47
27,68
27,73
23,40
56,37
62,82

34,23
31,81

5,00
5,02

5,03
5,44
5,77
5,29

5,63
5,21
4,65
4,76
5,25
5,34

5,54
6,67

Comum a Petroleo e Diesel
Comum a Petroleo e Diesel

Comum a Petréleo e Diesel
Exclusivo de Petroleo
Exclusivo de Diesel
Comum a Petréleo e Diesel

Comum a Petréleo e Diesel
Exclusivo de Petroleo
Exclusivo de Petroleo
Exclusivo de Petroleo

Exclusivo de Diesel
Exclusivo de Diesel

Exclusivo de Petroleo
Exclusivo de Petroleo
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Ao agruparmos todas as proteinas de acordo com suas fungdes, podemos
verificar maior propor¢do das proteinas identificadas pertencentes a classe
Biossintese de proteinas (19%). A classe Manutengdo e reparo de DNA e
Regulagcéo de Transcricdo também se destacam com 13% de todas as proteinas
identificadas em cada classe. Biossintese de aminoacidos e nucleotideos somam
11%. Para Degradacdo de Xenobidticos, Esporulacdo e Resposta ao Estresse e
Metabolismo energético e Biossintese de ATP foram identificadas 7% de todas as
proteinas para cada uma das condi¢des. Para Transporte, Peptidases e Outras
fungbes tivemos 4% em cada uma delas, e finalmente 2% das proteina identificadas
estavam associadas a Transcricdo Génica (Figura 9). Passamos a descrever cada

uma delas.

i Biossintese de Proteinas

i Manutengdo e Reparo de DNA

Formagdo de Biofilme e Revestimento Celular

& Reguladores de Transcrigdo

K Transcrigdo génica

0,
4% Degradacgdo de Xenobidticos

M Esporulagdo e Resposta a estresse
4%

Transporte

Peptidases

2%

H Metabolismo Energético e Biossintese da ATP

M Bjossintese de aminoacidos e Nucleotideos

Outras Fungdes

Figura 9. Porcentagem de proteinas identificadas em cada classe.

5.5.2.1. Biossintese de Proteinas

Foram identificadas 10 proteinas envolvidas na biossintese de outras
proteinas. Desse total, 4 eram relacionas aos ribossomos, 2 fatores de elongacéo, 2
proteinas responsaveis pela sintese de tRNAs e 2 responsaveis por modificagdes
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poOs-traducionais nas proteinas.

Os fatores de elongacao G (EF-G) e Ts (EF-Ts) atuam no processo de
sintese protéica. Juntos eles promovem a translocagao ribossomal dependente de
GTP durante o alongamento da tradug¢do. O EF-G reage com GTP e aminoacil-tRNA
para formar um complexo aminoacil-tRNA-EF-G-GTP. O aminoacil-tRNA é, entéo,
transferido para o sitio A do ribossomo, e o complexo EF-G-GDP é liberado
juntamente como fosfato inorganico. A reutilizagdo de EF-G depende da participagao
do fator EF-Ts, que desloca o GDP ligado ao EF-G e forma o complexo EF-G-EF-Ts.
Quando este complexo encontra um GTP, forma-se um complexo EF-G-GTP,
liberando EF-Ts. EF-G-GTP liga outro aminoacil-tRNA e repete o ciclo (Blank et al.,
1995).

As proteinas ribossomais 50S (L1 e L21) vinculam-se diretamente ao 23S
rRNA para formagdo do complexo ribossomal (Nevskaya et al., 2005). Sabe-se
também que as proteinas L1 regulam a sua propria expressao, por ligagado aos seus
mMRNAs, assim, agem também como repressoras de traducdo (Kéhrer et al., 1998).
L1 medeia a regulagdo automatica de seus genes por ligagdo proximo a sequéncia
Shine-Dalgarno do mRNA do operon L11 que codifica as proteinas ribossomais L1 e
L11 (Nevskaya et al., 2005).

A proteina 16S rRNA metiltransferase GidB esta relacionado ao processo
de resisténcia aos aminoglicosideos. Os aminoglicosideos sao antibioticos que
atuam diretamente no processo de biossintese de proteinas causando erros graves
de traducgédo e inibigdo do processo de translocagdo do rRNA sob o mRNA (Lioy et
al., 2014). Estes antibidticos bactericidas ligam-se as regides altamente conservada
do 16S rRNA na subunidade 30S e interferem na decodificagdo do mRNA. A
resisténcia aos aminoglicosideos € mediada por uma variedade de mecanismos
(Magnet e Blanchard, 2005), entre eles, a metilagdo ou substituicdo das bases para
diminuicdo ou perda da afinidade do antibidtico (Liou et al., 2006). A resisténcia aos
aminoglicosideos por metilagdo ribossomal foi observado em uma ampla gama de
organismos gram-negativos e confere resisténcia de alto nivel para todos
aminoglicosideo disponiveis para o tratamento de infec¢des sistémicas, exceto
estreptomicina (Wachino e Arakawa, 2012).

Ja os Fatores de Reciclagem de Ribossomos (RRF) sdo responsaveis pela
separacao dos ribossomos do mRNA e do tRNA ao final da biossintese de proteinas
e podem aumentar a eficiéncia da tradugéo através da reciclagem de ribossomos de
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uma rodada de tradugéo para outra (Hirokawa et al., 2005). A sintese de proteina &
composta de iniciagdo, elongacdo e terminagdo. A reciclagem acontece logo em
seguida a essa ultima etapa, e é catalisada pelos RRFs que desmontam o Complexo
P6s-Terminacdo (PoTC), em mRNA, tRNA e ribossomos (Kiel et al., 2007) e entédo
promovem o reaproveitamento dos ribossomos em outra rodada de tradugdo. Na

figura 10 é ilustrado esse processo de forma detalhada.

.
‘.
.
eu,
“ea,
.,

Post-termination Complex

Q «@®,

(4b) A

Figura 10. Modelo para desmontagem Complexo Pés-Terminagao. Na
etapa 1, o RRF se liga ao sitio A do ribossomo de forma ortogonal ao tRNA. Na
etapa 2, EF-G se liga, causando uma mudanga na posi¢do do RRF e liberando o
tRNA. Pela acdo da EF-G e RRF, o mRNA ¢é liberado na etapa 4 em suas
subunidades 30S e 50S. As subunidades permanecem divididos na auséncia de IF-3
(4b), mas na presenca de Mg®* as subunidades voltam a se juntar como 70S (4a)
(Kiel et al., 2007).

Quanto as proteinas relacionas ao tRNAs identificadas nesse trabalho elas
estdo envolvidas na sintese de cisteinil-tRNA(cis), aspartil-tRNA(asp) e glutamil-
tRNA(glu). Ja a proteina de modificagbes pos-traducionais Protein-disulfide
isomerase, catalisa a formacéo de ligagdes dissulfeto nativas de cadeias peptidicas
a partir de qualquer forma reduzida ou dissulfureto unidas aleatoriamente. Assim,
tidis situados em partes distantes da cadeia polipeptidica podem ser unidos para
formar as ligagdes dissulfeto nativas. A cadeia polipeptidica tem que ser dobrada,
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pelo menos em alguma extens&o, para que ocorra a conformagao nativa da proteina
(Kajino et al., 2000).

Figura 11. Formacgao de ligagoes dissulfeto em proteinas. Adaptado de
Huppa e Ploegh (1998).

As proteinas Trigger factor geralmente estdo localizadas no citosol,
associadas as subunidades 50S dos ribossomos. Isso levou a Idéia de que essas
proteinas, localizadas perto do local de sintese de proteinas, estariam diretamente
envolvidas no dobramento de cadeias de polipeptideos nascentes, apoiando a Idéia
de que Trigger factor € um catalisador de dobras ligado aos ribossomos (Go6thel et
al., 1997).

5.5.2.2. Manutengao e reparo do DNA

Além da DNA polimerase IV que replica o DNA e apresenta um importante
papel de revisora de DNA no sentido 3'->5" (Wagner e Nohmi, 2000), foram
identificadas outras proteinas com igual capacidade de fazer reparos no DNA.
Algumas agem de modo muito especifico, como é o caso da Methylated-DNA-
protein-cysteine methyltransferase. Esta proteina esta envolvida na defesa celular
contra os efeitos bioldgicos de O°-metilguanina (O6-MEG) no DNA. O reparo na
guanina metilada (figura 12) é feita por estequiometria, transferindo o grupo alquila
da posicdo O° da guanina para um residuo de cisteina da prépria enzima. Esta é

uma reagao de suicidio, pois a enzima é inativada irreversivelmente (Lim et al. 2000).
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DNA (containing 6-O-methylguanine) ~ + protein L-cysteine = DNA (without 6-O-methylguanine) + Pprotein S-methyl-L-

cysteine
o /

Figura 12. Reagado promovida pela enzima Methylated-DNA--protein-
cysteine methyltransferase. Fonte: Enzime Database — BRENDA (2014).

A DNA-3-metiladenina glicosilase, por sua vez, esta envolvida na resposta
adaptativa a danos no DNA causados por agentes aquilantes. Ela catalisa
especificamente a hidrolise da ligagcdo N-glicosidica da desoxirribose para excisar 3-
metiladenina e 7-metilguanina do polimero de DNA danificado pela alquilagao
(Rubinson et al., 2008).

As Ribonucleases H (RNase H) hidrolisam a cadeia de RNA de hibridos de
RNA-DNA na presencga de cations bivalentes durante o processo de replicagao,
transcricdo ou simplesmente durante o reparo do DNA e sdao amplamente presentes
em todos os trés reinos. RNase de procariotos s&o divididos em trés grupos, RNase
HI, HIl e HIlI, codificados por rnhA, rnhB e rnhC, respectivamente (Liang et al., 2007).

Exodeoxiribonucleases sao proteinas homodlogas as APE, que sao
endonucleases especificas para reparos em regides do DNA que perderam bases
nitrogenadas (sitios APs). Estima-se que mais de 10.000 bases puricas estdo
perdidas em uma célula a cada dia. Os sitios APs gerados, sdo potencialmente
mutagénicos e citotoxico. Esses sitios sdo especificamente corrigido pelas
endonucleases AP, elas inicialmente reconhecem sitio e entdo clivam o esqueleto
fosfodiéster imediatamente a 5' do sitio AP, deixando livre uma extremidade de
nucledtidos 3' - hidroxila e uma deoxiribose 5'-fosfato como terminais (Miyamoto et
al., 2013).

A proteina RecA € bem conhecida por seu papel na catalise de troca fitas de
DNA durante a recombinagdo homologa, processo no qual um fragmento de DNA de
cadeia simples (ssDNA) é inserido em uma regido homologa de DNA fita dupla
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(dsDNA) e um outro ssDNA ¢ liberado. Isso faz da proteina um importante agente de
reparo de DNA, visto que recombinagdo homdloga tem um papel central nesse
processo. Onde uma dada regido do DNA que necessita de reparo pode ser
excisado e trocado por outro fragmento homdlogo sem danos. Esta fungédo é
essencial para a manutengéo da integridade do genoma (Chen et al., 2008)

Uma RecA se liga a DNA fita simples de forma dependente do ATP, entdo
outros mondmeros de RecA ligam-se rapidamente em um processo de extenséo
altamente cooperativo para formar uma nucleoproteina de filamento helicoidal
(Sharma et al., 2012). O filamento RecA-ssDNA liga-se a um dsDNA num local
secundario com uma ligagao fraca e tenta identificar uma regido que corresponda a
sequéncia da molécula de ssDNA. Ao encontrar a regido de homologia, as fitas s&o
trocadas libertando uma dupla fita reparada e o ssDNA defeituoso (Bianco et al,,
1998). A proteina Recombinase RecR desempenha essencialmente o mesmo

papel (Ayora et al., 1997).
5.5.2.3. Formacéao de Biofilme e Revestimento Celular

Para esse grupo funcional foram identificadas 5 proteinas que estao
diretamente envolvidas ou participam da formacdo do biofiime ou revestimento
celular. Entre elas, temos a Glicosiltransferase. Esta proteina age como doador de
uma unidade de monossacarido (doador glicosidico) para um aceitador de glicosideo
(figura 13) (Schuman et al., 2013). Os substratos aceitadores utilizados por
glicosiltransferases sdo comumente outros agucares, mas pode também ser lipidos,
proteinas, acidos nucléicos, antibidticos, ou outra molécula pequena. Embora a
transferéncia de glicosideo ocorra mais frequentemente ao oxigénio, pode também
ocorrer ao azoto (formagdo de glicoproteinas ligadas a N), enxofre (a formacao de
Tioglicosideos em plantas) e de carbono (antibidticos C-glicosideo) (Lairson et al.,
2008) o que gera uma infinidade de produtos oriundo da agdo dessas proteinas.
Recentemente sua atividade foi relacionada a produgdo de componentes do
exopolissacarideo (EPS) da matriz extracelular durante a formagao do biofilme. O
EPS é responsavel pela adesido de cadeias de células em feixes, e necessario para
manutengao do biofilme (Kearns et al., 2005).
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Figura 13. Transferéncia do grupo glicosidico por inversao ou retengao
da estereoquimica anomérica em relagdo ao dador de agucar (Lairson et al.,
2008).

Quanto a Proteina de Ligagao a Penicilina (PBP), N-acetylmuramic acid 6-
phosphate etherase e UDP-N-acetylglucoamine 1-carboxyvinyltransferase,
apresentam fungbes que estdo interligadas e as associa a processo ligados a
polimerizagado de peptideoglicanos (mureina), um constituinte da parede celular de
bactérias gram-negativas. Os peptideoglicanos sdo formado por dois tipos de
acucares (o acido N-acetilmurédmico e a N-acetilglucosamina) e alguns aminoacidos
(Vollmer et al., 2008), e confere rigidez a parede celular de bactérias, determina sua
forma e lhe confere protecdo. As proteinas de ligacdo a penicilina catalisam a
polimerizagdo (transglicosilagdo) e a ligacdo entre as cadeias de glicanos
(transpeptidacdo) (Sauvage et al., 2008). Quanto ao N-acetylmuramic acid 6-
phosphate etherase, este atua na conversdo do acido 1,6-anidrido-N-
acetiimuramico em N-acetilglucosamina-6-fosfato (Uehara et al, 2005), um
intermediario de N-acetilglucosamina, que por sua vez pode ser usada na formagao
dos glicanos pela acdo de PBPs (Sauvage et al., 2008) ou sofrer agcdo de UDP-N-
acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase. Em ocorrendo a segunda opgao, a
enzima ira adicionar a essa molécula fosfoenolpiruvato e torna-la em
UDP-N-acetyl-3- O-(1-carboxyvinyl)-D-glucosamine que via atuar no crescimento
celular. Quanto a Phosphate acyltransferase, esta Participa na formagao de acido
fosfatidico, o precursor para os fosfolipideos da membrana (Paoletti et al., 2007).
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5.5.2.4. Reguladores de Transcrigao

Nesse grupo foram adicionadas 7 proteinas, muitas delas identificadas como
uma familia de proteinas, que estdo associadas a regulagédo da expressédo de genes
que codificam uma proteina ou grupo de proteinas com fungdes distintas. A primeira
delas, o regulador /acR transcricionais da familia Lacl, regula negativamente a
expressado do gene ganA (lacA) que codifica para a beta-galactosidase (Weickert e
Adhya, 1992). Por sua vez, a Familia MarR de reguladores transcricionais é
responsavel pela regulagdo de genes relacionados a multipla resisténcia a
antibioticos (Alekshun e Levy, 1999).

A Familia LysR de reguladores transcricionais representa o tipo mais
abundante de reguladores no reino procariético. Os membros desta familia tém uma
estrutura conservada com um motivo hélice-volta-hélice de ligagdo ao DNA na sua
por¢cao N-terminal e um dominio de ligagdo ao co-indutor no C-terminal. Apesar de
conservagao consideravel tanto estrutural e funcionalmente, reguladores de
transcricdo do tipo LysR (LTTRs) regulam a um conjunto diversificado de genes,
incluindo aqueles envolvidos na viruléncia, metabolismo, quorum sensing e
motilidade (Maddocks e Oyston, 2008)

Phosphate starvation-induced protein (pho) pertence a familia de genes
pho quem respondem a limitagéo de fosfato pela ativagdo da transcricdo dos genes
pertencentes a regulagéo de fosfato. Os produtos desses genes estdo envolvidos no
transporte e utilizacdo de varias formas de fosfatos combinados ou fosfato livre. O
produto do gene PhoB é o ativador da transcricdo do regulador pho. Respondendo a
limitagdo de fosfato, o produto do gene phoR é fosforilado com ATP e atua como
uma proteina quinase para a proteina PhoB ativador. Fosforilada PhoB se liga a uma
sequéncia que contém os promotores do regulador pho, e ativa a transcricdo com
RNA-polimerase. Os genes reguladores pho incluem phoA , phoE , phoH (Kim et al.,
1993; Antelmann et al., 2000).

A Familia LuxR de reguladores transcricionais atua na regulacédo do a
quorum sensing (QS ), que € uma forma de sinalizagdo célula-célula. As bactérias
podem secretar moléculas de sinal chamadas auto-indutor (Al). Quanto maior a
densidade de células, maior a concentracdo Al na populacéo de células bacterianas.
Varios genes alvo continuam a ser regulados até que a concentragédo de Al atinja um

limiar. Genes de proteases, polissacarideo extracelular (EPS), bioluminescéncia,
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biossintese de antibidticos, formacado biofiime, mobilidade, plasmideo de
transferéncia conjugal, e a produgdo de viruléncia, sdo alguns dos que s&o
regulados nesse processo. Estes acontecimentos s&o essenciais para a
sobrevivéncia das bactérias e a sua propagacao (Chen e Xie, 2011).

Quanto ao regulador TetR, pertence a familia de genes fet, cujos produtos
de génicos conferem resisténcia a tetraciclina (Ramos et al., 2005). A familia de
reguladores transcricionais XRE foi identificado como o principal repressor
transcricional que mantém o sistema conjugacdo pLS20 desligado (Singh et al,,
2013).

5.5.2.5. Transcrigado génica

Apenas uma proteina foi identificada como sendo associado a processo de
transcricdo génica. A DNA-directed RNA polymerase subunit beta, ou
simplesmente subunidade B da RNA polimerase (RNAP), esta diretamente ligada
aos processo de formacdo do mRNA. RNAP é uma enzima extremamente complexa
que pode ser pensada como mecanismo de expressao génica. Energia, sob a forma
de trifosfatos do lado do nucleo da enzima, alimenta a sintese do polimero de RNA
complementar ao molde de DNA (Helmann, 2009)

RNAP bacteriana € uma enzima de subunidades multiplas, e consiste de um
nucleo da polimerase que contém as subunidade B e [3’, duas subunidades a e um
fator de especificidade dissociavel conhecido como sigma (o) (Paget e Helmann,
2003). Enquanto a RNAP nucleo (BB’'a2) € competente para o alongamento e
terminagao da transcrigdo, a iniciacédo transcricao requer a subunidade o associada.
O complexo o + nucleo € chamado holoenzima. Muitas bactérias contém varios tipos

de fator de o, e, portanto, multiplas espécies de holoenzima (Gruber e Gross, 2003).

5.5.2.6. Degradacao de Xenobiéticos

Nesse grupo de proteinas foram incluidas aquelas com alguma capacidade
ou caracteristica que as relacione de forma direta ou indireta a metabolizacdo de
compostos xenobidticos.

A primeira proteina incluida nesse grupo foi a FMN-dependente NADH-
azoredutase que € uma azoredutase que requer NADH e um mononucledtido
flavina (FMN) para sua atividade. As enzimas que catalisam a reducdo de grupos

azo sao denominadas azoredutases. Utilizando um doador de elétrons, azoredutase
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podem descolorir corantes azo resultando em aminas aromaticas, por clivagem
redutora de ligagdes azo (figura 14) (Liu et al., 2009).

Corantes azo séo caracterizados por uma ou mais ligagdes R1-N=N-R2, e
sdo utilizados em varios produtos de consumo, incluindo produtos alimentares,
cosmeéticos, produtos farmacéuticos, tecidos e papel, dos quais mais de 500 contém
aminas aromaticas potencialmente cancerigenos em sua formulagado quimica (Chen
et al., 2005). Além disso, causam poluicdo pois sdo liberados no meio ambiente
como efluentes e apresentam durabilidade prolongada (Nakanishi et al., 2001)
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Figura 14: Degradacao redutiva de corantes azo por azoredutases (Chen,
2006).

As proteinas com atividade azoredutase foram identificadas e caracterizadas
a partir de uma grande variedade de bactérias, tais como Pigmentiphaga kullae K24,
Xenophilus azovorans KF46F, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli , Bacillus sp. OY1-2, Pseudomonas aeruginosa e Rhodobacter
sphaeroides. Ha pelo menos dois tipos diferentes de azoredutases bacterianas: as
que requerem flavina e aquelas que nao requerem. Como a introducdo de
compostos azo no meio ambiente deve-se principalmente as atividades humanas, a
reducdo de corantes azo podem ndo ser a principal fungdo dessas enzimas (Liu et
al., 2009)

A proteina Acetoina dehidrogenase AcoB atua promovendo o crescimento e
esporulacdo na presenca de acetoina ou butanodiol. Esta envolvida diretamente na
metabolizacdo destes compostos quanto utilizados como fonte de carbono (Grundy
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et al., 1994). 2,3-butanodiol ou simplesmente butanodiol € um liquido inodoro, incolor
e transparente, a temperatura normal, e amplamente utilizado na industria quimica,
alimenticia, de combustivel, aeronautica e outros. Metil-etil-cetona, o produto de
desidratacado de butanodiol pode ser utilizado para resinas, tintas e outros solventes;
butanodiol pode ainda ser convertido a 1,3-butadieno , o qual pode ser utilizado para
a borracha sintética, poliéster e poliuretano (Syu, 2001). Butanodiol € um
combustivel altamente valioso, comparavel com outros combustiveis liquidos como o
etanol e metanol, pode ser convertido em um aditivo de combustivel eficaz (Ge et al.,
2011).

Acetoina é um produto derivado de butanodiol, a partir da dehidrogenacao
deste, e possui alto valor, que pode ser utilizado ndo s6é em produtos lacteos, mas
também em produtos cosméticos, produtos farmacéuticos, e a sintese quimica (Sun
et al., 2012). Muitas espécies de bactérias sdo capazes de degradar acetoina, e
algumas das vias catabolicas tém sido elucidados. A degradacdo de acetoina
prossegue através do ciclo de 2,3-butanodiol, em que a acetoina &€ um intermediario
e € finalmente convertido em acetato. O ciclo 2,3 - butanodiol completo ndo é
essencial para a degradagado de acetoina em algumas bactérias. Em vez disso,
acetoinas podem ser catabolizados por uma clivagem oxidativa e convertido em
acetaldeido e acetil coenzima A (Deng et al., 1994).

Outra enzima que foi identificada tem participacdo no ciclo do 2,3 -
Butanodiol: a Butirato quinase. Essa enzima esta envolvida diretamente na
formacgao de Butirato, atua especificamente fazendo a conversao de butiril-CoA (2
moléculas de acetil-CoA condensadas e reduzidas) em Butirato (butanoato), com a
formacgao intermédia de Butiril-fosfato (Butanoil-P) (Walter et al., 1993). Essa via é
semelhante a formacédo de acetato a partir de acetil-CoA e leva a produgcdo de
energia na forma de ATP. Butanoato e Butanoil fosfato sdo intermediarios da via de
degradacéao de 2,3-butanodiol (Louis et al., 2004)

E finalmente a ultima enzima identificada nesse grupo representa uma familia
de proteinas, as Dioxigenases. Essa familia de enzimas extracelulares é capaz de
oxidar substratos pela inser¢do de atomos de oxigénio molecular nos mesmos. S&o
secretadas por microrganismos como fungos, leveduras ou bactérias e
desempenham um papel importante na degradacdo de compostos aromaticos
(Jacques et al., 2007b). No metabolismo bacteriano dos HAPs, a oxigenacgéo inicial &

realizada por uma enzima intracelular dioxigenase que tem a fungédo de reconhecer
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o HAP e adicionar dois atomos de oxigénio, quebrando a estabilidade devido a
ressonancia do anel aromatico. Esta importante enzima do ciclo biogeoquimico do
carbono no planeta é constituida de trés componentes, uma oxigenase terminal,
uma ferredoxina e uma ferredoxina redutase dependente de NADPH, que,
conjuntamente, formam uma cadeia curta de transporte de elétrons (Mishra et al,,
2001).

5.5.2.7. Esporulagcao e Resposta a estresse

Foram associadas a essa funcdo 4 proteinas, sendo 2 envolvidas no
processo de esporulacao e 2 que estao relacionadas a respostas ao estresse celular.
A primeira delas N-acetilmuramoil-L-alanine amidase, codificada pelo gene CwIC,
pertence a familia das autolisinas, que estdo envolvidas em alguns processos
bioldgicos importantes, como a separagao de células, o volume da parede celular, a
competéncia para a transformacdo genética, formagado do flagelo e esporulacéo,
todas essa atividades de certa forma relacionadas ou associadas a parede celular
(Mishima et al., 2005). O produto génico de CwIC é capaz de hidrolisar paredes
celulares. Sua principal fungdo € a lisar o peptidoglicano da parede celular méae,
desempenhando um papel importante durante a esporulagédo (Smith e Foster, 1995).

Quanto a proteina Sporulation-specific protease YabG, dados indicam que
que ela atua especificamente na esporulagédo, sendo associada na composi¢cao do
revestimento dos esporos (Takamatsu et al., 2000). A formagéo de esporos envolve
uma série de alteragcbes temporal e espacialmente ordenados na morfologia celular
e a expressao de genes. Em resposta a fome ou outras condigbes de estresse a
bactérias inicia um processo de desenvolvimento da formagdo de um septo
assimétrico que divide a bactéria em dois compartimentos, a célula mae e foresporo
(Hong et al., 2009). A inativagdo do gene yabG resulta em mudangas na composi¢cao
da proteina de revestimento de esporos, mas nao afetam a resisténcia deste, ao
calor, cloroférmio e lisozima (Takamatsu et al., 2000).

A Peroxirredoxina YagF, pertence a uma familia de enzimas ubiquas
antioxadantes, que catalisam a reducdo de hidroperdxidos, conferindo, assim,
resisténcia ao estresse oxidativo. Peroxirredoxinas (Prxs) sdo divididas em trés
classes: 2-Cys Prxs tipicas; 2-Cys Prxs atipicas, e 1-Cys Prxs. Todas as Prxs
partiiham o mesmo mecanismo catalitico de base, em que uma cisteina do sitio ativo

(a cisteina peroxidatic) ataca diretamente um hidroperoxido, levando a formagao deu
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um acido sulfénico (S-hydroxicisteina) (Wood et al., 2003). O segundo passo da
reacgdo da peroxidase, que consiste na regeneragcédo da cisteina, distingue as trés
classes de Peroxirredoxina. Para 2-Cys Prxs tipica, na segunda etapa, o acido
sulfénico no sitio ativo da enzima € atacado por uma cisteina especifica localizada
na extremidade C-terminal da segunda subunidade da enzima, para formar uma
ligacdo dissulfeto intersubunidades, que € entdo reduzido por uma tiorredoxina,
completando o ciclo catalitico. Na 2-Cys Prxs atipica, tanto a cisteina peroxidatic e a
cisteina que faz ataque ao acido sulfénico, estdo no mesmo polipeptidio, sua reagao
forma uma ligacao de dissulfeto intracadeia. Para finalizar a reacdo também é usada
uma tiorredoxina como um doador de elétrons (Seo et al.,, 2000). J&a 1-Cys Prxs,
contém apenas a cisteina peroxidatic, de modo a que o acido sulfénico € atacado
diretamente por uma molécula redutora (Wood et al., 2003).

Finalmente, a Phage-like element PBSX protein XkdX pertence a uma
familia de pequenas proteinas de fago (aproximadamente 50 aminoacidos), presente
em pelo menos 12 regides fago e profago do genoma de bactérias gram-negativas.
Muitas espécies de Bacillus possuem esse mecanismo de defesa. A expressao
deste elemento € iniciada por agentes que induzem a resposta SOS associado a
uma condigao de estresse e resulta em lise celular com a libertagdo concomitante de

particulas de fagos semelhantes (Krogh et al., 1996).
5.5.2.8. Transporte

Foram identificadas apenas 2 proteinas envolvidas diretamente no transporte
celular. Entre elas, a ABC transporter ATP-binding protein, que pertencente a
familia ABC. A maior parte dos membros desta familia de proteinas tem funcao de
transportadores ativos dependentes de ATP (Davidson et al., 2008). A unidade
funcional tipica € composta por um par de dominios de ligagdo a ATP e um conjunto
de dominios transmembrana (TMD) (figura 15). Os TMDs determinam a
especificidade para o tipo de molécula transportada, e os dominios de ligagdo a ATP
fornecem a energia para mover a molécula através da membrana. As bactérias
utilizam genes ABC para mover uma ampla variedade de compostos para dentro e
para fora da célula. Importadores especificos sdao encontrados em acgucares, ions

metalicos, aminoacidos e vitaminas. Além disso, algumas cepas patogénicas liberam
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toxinas, tais como colicinas e hemolisinas, através de um transportador ABC (Locher,
2009).
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Figura 15. Arquitetura molecular de transportadores ABC. Uma
representacdo esquematica da organizagdo modular de transportadores ABC,
compostos por dois dominios de transmembrana (TMD) e dois dominios ABC. O
componente proteico de ligagdo aos importados também é mostrado. Dois estados
conformacionais do transportador ABC, voltados para o exterior e para o interior sdo
mostrados, de forma a ilustrar esquematicamente o mecanismo de acesso alternado
de transporte (Rees et al., 2009).

A Subunidade SecA da Proteina translocase € parte integrante de um
complexo protéico que também atua no processo de transporte através das
membranas. Ela é parte do complexo translocase de proteinas Sec. Interage com as
subunidades Y, E, G, D e F, formando o complexo SecA-SecYEG-SecDF (Figura 16)
para formagao de canal de membrana (Kobayashi et al., 2000). SecA tem um papel
central no acoplamento e hidrélise de ATP para a transferéncia de proteinas para
dentro ou para fora das membranas da membrana celular. Serve como um motor
molecular ATP conduzido a translocagdo gradual de cadeias de polipeptideos
através da membrana. (Schatz e Dobberstein, 1996).
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Figura 16. Modelo esquematico da via secregao poés-traducional de
proteinas em Escherichia coli. (a) pré-proteinas sintetizadas no ribossomo
(laranja) sao capturados em um estado desdobrado pela SecB (amarelo) e levada
para o dimero SecA (lilas/roxo) ligado a proteina que € o canal de translocagao
SecYEG (verde). SecA funciona um motor de proteinas dependente de ATP que
dirige a translocacédo gradual do pré-proteinas através do canal SecYEG. Estagios
tardios da translocacdo da proteina sdo apoiados por heterodimero SecDF
(vermelho). (b) modelo estrutural da Sec-translocase. A segunda copia da SecA
(roxo) esta ancorado na promotor monomérico(azul) , que esta associado com
SecYEG (verde / amarelo / laranja) e SecDF (vermelho/rosa) (Nijeholt e Driessen,
2012).

5.5.2.9. Pepitidases

Duas proteinas com capacidade de degradar peptideos também foram
identificadas. Ambas pertencem a classe das aminopeptidases que catalisam a
libertacdo de residuos de aminoacidos a partir de N-terminal dos peptideos. A maior
parte dessas enzimas sao conhecidos por serem metaloenzimas (enzimas
dependentes de ions metalicos). A peptidase T promove a quebra ligagdes
peptidicas partir da regido N-terminal dos tripeptideos (Savijoki e Palva, 2000)
enquanto que a Dipeptidase PepV realiza o0 mesmo processo porém, em

dipeptideos (Christensen et al., 1999).
5.5.2.10. Metabolismo Energético e Biossintese da ATP

Envolvidas diretamente no metabolismos energético foram identificadas 4
proteinas. A primeira delas a Mannitol-1-fosfato 5-dehidrogenase, € responsavel
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pela conversdo de D-mannitol 1-phosphate na presenca de NAD® em D-frutose 6-
phosphate, NADH e H", intermediarios da via glicolitica (Krahulec et al., 2011).
Defosfo-CoA quinase atua no final na biossintese de acetil-CoA. Catalisa a
fosforilagdo do grupo 3'-hidroxila de defosfocoenzima A para formar coenzima A
(Leonardi et al., 2005). Xylose isomerase catalisa reversivelmente a reaccao de
isomerizagado ser entre D-xilose e D-xilulose, também é possivel converter a D-
glicose em D-frutose, portanto a enzima é frequentemente referida como a glicose
isomerase (Dmytruk et al., 2008).

FoF1 ATP sintase subunidade alfa € uma das 8 proteinas que compdes o
complexo de ATP sintase bacteriano. ATP sintases bacterianas possuem dois
dominios, os dominios Fqe Fy (figura 17). No citoplasma esta localizado dominio F4
que contém trés subunidade cataliticas (duas a e uma 3) e subunidades unicas y ,
e € e. O dominio Fy incorporado a membrana € composto de uma subunidade a,
duas subunidades b e multiplas subunidades c. A sintese de ATP pelas sintases de
ATP ¢ energizado por gradientes eletroquimicos de H" ou de Na’ através da

membrana.
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Figura 17. Representagao esquematica de uma ATP sintase bacteriana.
Dominio citoplasmatico F1 contém as subunidades cataliticas a e B e subunidades vy ,
0 e €. O dominio Fq fica acoplado a membrana celular contém subunidades a, b e ¢
(Hicks et al., 2010).
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5.5.2.11. Biossintese de aminoacidos e Nucleotideos

Foram categorizadas 6 proteinas envolvidas na biossintese de aminoacidos.
Entre elas Glutamina amidotransferase subunit PdxT, uma das duas subunidades
da enzima responsavel pela conversédo de glutamina em glutamato e amonia (List et
al., 2012). Como a aménia livre resultante dessa quebra é altamente reativa e pode
facilmente difundir-se através das membranas celulares, as glutaminas
amidotransferase (GAT) atuam para evitar a toxicidade potencial da amdnia, ao
catalisar também a entrega direta dessa aménia reativa aos substratos aceitadores
para a biossintese de nucleétidos de purina e pirimidina, coenzimas, aminoacidos, e
acucares (Hart e Power-Lee, 2008).

Phosphoribosilaminoimidazolesuccinocarboxamide synthase catalisa a
oitava etapa da biossintese de novas purinas. A acdo dessa enzima consiste na
conversdo de ATP, L-aspartato e 5-aminoimidazol-4-carboxiribonucleotide (CAIR)
em 5-aminoimidazol-4-(N-succinilcarboxamide) ribonucledtido (SAICAR), ADP e
fosfato (Nelson et al., 2005). Acetilglutamato quinase um membro da familia das
aminoacidos quinasses, catalisa a segunda reagao de sintese da arginina. Catalisa a
transferéncia reversivel do grupo g-fosforilo de ATP a um grupo carboxilato ou
carbamato, resultando na sintese de um anidrido acilfosfato (Ramon-Maiques et al.,
2002; Mizuno et al., 2007). ATP fosforibosiltransferase subunidade catalitica &
uma das subunidades da ATP-fosforribosil (ATP-PRT), que € a primeira enzima da
via biossintética da histidina e catalisa a condensacdo de ATP e 5-fosfato-
phoribosyl-a-1-pirofosfato (PRPP) para formar N’-5-fosforibosil-ATP(PR-ATP). Os
dez passos via biossintética histidina estdo presente apenas em bactérias, fungos e
plantas (Lohkamp et al., 2004). 1-pirroline-5-carboxilato dehidrogenase (P5CDH)
catalisa a oxidagdo dependente de NAD® de glutamato semi-aldeido para o
glutamato, o qual é o passo final do catabolismo da prolina. A enzima P5CDH é
amplamente distribuida em eucariotas e bactérias. Nos eucariotos, esta localizada n
a matriz mitocondrial (Luo et al., 2013). Acetolactato sintase subunidade catalitica,
€ uma das subunidades da acetolactato sintase (ALS) que catalisa o primeiro passo
na sintese dos BCAAs principais (Isoleucina, Valina e Leucina). Em microrganismo,
Val e Leu sao sintetizadas por uma via comum , que comeg¢a com a formacao de 2-

acetolactato a partir de duas moléculas de piruvato (Yoon et al., 2003). Isoleucina é
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sintetizado num percurso paralelo envolvendo trés ou mais enzimas que comegam
com a formagao de 2-acetohidroxibutirato de piruvato e 2-cetobutirato (Sikdar e Kim,
2010).

5.5.2.12. Outras fungées

Porfobilinogénio deaminase é uma transferase que catalisa a polimerizagao
por etapas de quatro moléculas de porfobilinogénio em um tetrapirrol linear 1-
hidroximetilbilano. Tetrapirrol s&o estruturas do tipo Heme (anel de porfirina), nos
microorganismos geralmente esta associado formagédo de pigmentos (Bung et al.,
2014).

4-difosfocitidil-2-C-meetil-D-eritritol quinase participa na biossintese de
difosfato isopentenil e difosfato de dimetilalil. Estes isbmeros sdo os precursores
universal de cinco carbonos de isoprendides, uma familia diversificada e importante
de produtos naturais que inclui esterdis, triterpenos, e ubiquinonas, e componentes
de macromoléculas, tais como os grupos prenilo de proteinas preniladas e tRNA
ipentenilado. Os isoprendides contribuem para muitas fungdes bioldgicas, incluindo o
transporte de elétrons na respiragao e fotossintese, sinalizagdo a base de hormdnios,
a apoptose, a meiose, a clivagem de proteinas e degradacdo. Além disso, eles
proporcionam os componentes estruturais importantes das membranas das células
(Miallau et al., 2003).

5.5.3. Proteinas relacionadas a capacidade de Biorremediagao em B.
pumilus.

Passamos a analisar agora o envolvimento de algumas proteinas
identificadas envolvidas de maneira direta ou indireta nos processos de
biorremediacgao.

A primeira, e certamente a mais importante dentre as proteinas identificadas,
€ a Dioxigenase. Tal enzima foi detectada a partir do gel de petrdleo, por tanto foi
marcada como exclusiva de petroleo. Essa enzima participa ativamente na
degradacgédo de compostos aromaticos (Williams e Sayers, 1994). As Dioxigenases
pertencem ao grupo das oxigenases, grupo com diferente classes de enzimas,
sendo as hidrolases e oxidoredutases as mais importante utilizadas nas vias de
degradacdo de compostos aromatico. As oxidoredutases sao enzimas complexas,

usualmente, compostas por multicomponentes protéicos, que requerem cofatores
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como o NADH, e sdo, na maioria das vezes, utilizadas em varias etapas da
biocatalise de compostos aromaticos (Diaz et al., 2001).

Em geral, as vias metabdlicas bacterianas de degradacdo aerdbica de
hidrocarbonetos aromaticos podem ser dividida em trés etapas (figura 18).
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Figura 18. Mecanismo de acao das oxigenase na degradagao de
compostos aromaticos. 1% Etapa: Conversdao do benzoato por mono ou
dioxigenase; 2% Etapa: Abertura do anel aromatico por dioxigenases; 32 Etapa:
Reacbes subsequentes para producdo de intermediarios do metabolismo central.
Adaptado de Fuchs e col. (2011).
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12 Etapa: o substrato aromatico é transformado num metabolito
di-hidroxiaromatico (tipicamente um catecol). Tal composto € obtido através da
introdugédo de grupos hidroxilo por mono ou dioxigenases. Como todos compostos
monoaromaticos do grupo BTEX s&o derivados do benzeno, a quebra do anel
aromatico € uma etapa comum a todas as vias de degradagdo desses compostos
(Diaz, 2004).

22 Etapa: consiste na abertura do anel do catecol por dioxigenases. Estas
enzimas catalisam a adicdo de oxigénio molecular ao anel, quebrando uma das
ligacdes carbono-carbono (Williams e Sayers, 1994). A quebra do anel pode ocorrer
em duas posi¢des distintas: entre os grupos hidroxilo (quebra intradiol ou orto) ou
adjacentemente a um dos grupos hidroxilo (quebra extradiol ou meta). As
dioxigenases que fazem a adicdo intradiol sdo enzimas cujo cofactor é Fe**, e as
dioxigenases que fazem a adigcdo extradiol, que sdo enzimas dependentes de Fe*,
produzem o semialdeido (Harayama et al., 1992).

3? Etapa: Na terceira e ultima fase do catabolismo dos hidrocarbonetos
aromaticos, o produto resultante da abertura do anel é convertido em intermediarios
do metabolismo central, tais como acetil-CoA e piruvato.

Diante de tudo isso € indiscutivel o pepel dessa proteinas idenfificada em B.
pumilus para os processo de biorremedi¢ao envolvendo petroleo.

Compostos nitroaromaticos sdo poluentes cuja toxicidade €& geralmente
resultado de sua redugdo enzimatica a espécies mais reativas. Hd& um grande
interesse em nitrorredutases contendo flavina devido seu papel central na
minimizacdo da toxicidade desses compostos, podendo dessa forma, serem
empregadas em biorremediagdo. Um exemplo do seu papel biorremediador é a
capacidade dessa enzima reduzir o nitro-benzeno. Por meio de um cofator flavina
mononucledtido (FMN), uma nitrorredutase consegue reduzir nitro-benzeno a
hidroxilamina e esta, podendo ser reduzida a nicotinamida adenina dinucleétido
(NADH), nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato (NADPH) ou outros nicotinamidas
(Haynes et al., 2001).

Alguns estudos tém indicado que a atividade azoredutase e nitrorredutase
pode ser desempenhada por uma mesma enzima. Foram estudadas azoredutases e
nitrorredutases de trés cepas de Clostridium e uma de Eubacterium. Ambas as
enzimas foram produzidas constitutivamente em cada uma das bactérias e a

comparagao de azoredutases e nitrorredutases mostrou que ambas tinham
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mobilidades electroforéticas idénticas em géis de poliacrilamida e reagiu com o
anticorpo contra a azoredutase. Além disso, compostos nitroaromaticos inibiram
competitivamente a atividade azoredutase. O que demonstrou que a redugao de
ambos os compostos, nitroaromaticos e corantes azo, foram realizadas pela mesma
enzima (Rafii e Cerniglia, 1995). A capacidade de redugcdo de composto
nitroaromaticos também €& conformada por Prosser e col. (2010) e ainda por Ryan e
col. (2011).

No que diz respeito a azoredutase identifica a B. pumilus foi verificado que e
que ele necessita de um cofator flavina mononucleétido (FMN) assim como as
nitrorredutases, o que sé reforga ainda mais que essa enzima pode atuar na
degradacgado de composto nitroaromaticos que podem estar presente em petréleo e
diesel.

Outra enzima que pode ter papel para a metabolizacdo de composto
xenobidticos identificada em B. pumilus foi a acetoina dehidrogenase. Essa enzima
participa na conversdo da acetoina em acetil-CoA, componente principal do ciclo do
acido citrico (TCA). Embora acetoina seja um produto normal da fermentacdo
alcodlica de agucares em muitas bactérias, inclusive B. pumilus (Xu et al., 2009), nas
nossas condi¢des de cultivo, isso é considerado um evento atipico, uma vez que nao
havia inicialmente agucar disponivel para que a fermentacéo alcodlica acontecesse.
No processo de fermentacido alcodlica sob condigdes normais, duas moléculas de
piruvato sdo condessados em acetolactato por meio da acetolactato sintase (ALS),
acetolactato por sua vez € convertido em acetoina por meio da enzima acetolactato
descarboxilase (ALDC) (Xiao e Xu, 2007). Esse processo pode se observado na
figura 19.

Havendo uma fonte de 2,3-butanodiol disponivel, acetoina pode gerada
rapidamente pela agdo da enzima butanodiol dehidrogenase. Existem evidéncias do
uso de 2,3-Butanodiol como aditivo em combustiveis (Ge et al., 2011). Se
considerarmos ainda que estrutura de 2,3-Butanodiol (C4H100O2) € de um tipico
hidrocarboneto, e ainda que o petroleo € formado por mais de 600 hidrocarbonetos
diferentes (Fetter, 1993), imaginar que esse composto também esta presente no

petréleo n&o é algo impossivel.
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Figura 19. Interconexdes de vias metabdlicas em B. pumilus. Setas em negrito
ou simples indicam os fluxos metabdlicos dominantes ou menores, respectivamente.
As linhas pontilhadas com setas ou extremidades sem corte indicam transcrigdo de
ativacdo ou repressdo caminhos, respectivamente. ALS, acetolactato sintetase;
ALDC, descarboxilase-acetolactato; AoDH ES, enzima acetoina dehidrogenase
(Xiao et al., 2010).

Outra proteina que pode influenciar a capacidade de biorremediacdo de B.
Pumilus € a glicosiltransferase, relacionada a produgcdo de componentes do
exopolissacarideo (EPS) da matriz extracelular durante a formagédo de biofilme
(Kearns et al., 2005). A formagao de biofilme tem mostrado um importante papel na
otimizagdo do processo de biorremediagdo de areas contaminadas por
hidrocarbonetos de petréleo, viso que favorece a agregagdo das bactérias ao
mesmo tempo que confere protegdo (Satpute et al., 2010). Os biofilmes sao
tipicamente constituidos por agua, microrganismos e exopolissacarideo (EPS),
particulas retidas e substancias dissolvidas e adsorvidas. A agua é a fragcdo mais
significativa da massa total do biofilme, podendo variar entre 70 a 95% da massa
total do biofilme (Xavier et al., 2003). Se estivermos considerando um processo de
biorremediagdo de oleos, como € 0 nosso caso, essa quantidade de agua de certa
forma favorece o desenvolvimento bacteriano ao evitar que excessos de
xenobidticos possam provocar morte celular.

A quantidade de proteina envolvidas envolvida no reparo de DNA é um ponto
também interessante. Embora n&o esteja associadas diretamente aos processos de
biorremediacao, essas proteinas desempenham papéis importantes na manutencao
do perfeito funcionamento da célula ao garantir que o DNA esteja livre de mutagdes

graves. A integridade do DNA é constantemente desafiada por ataques quimicos de
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metabolitos enddgenos e agentes ambientais. A modificagdo quimica de
nucleotideos de DNA por alquilagdo, oxidacdo, deaminagdo, ou hidrolise produz
lesGes mutagénica ou citotoxicas que podem resultar e morte celular (Lehmann et al.,
2006).

Bactérias sob condi¢cdes de estresse, afim de se adaptar e sobreviver a essas
tensdes, desenvolveram sistemas de resposta globais que resultam em mudancgas
radicais na expressdo génica e metabolismo celular. Estas respostas sao
controladas pelos reguladores principais, que incluem: fatores sigma alternativos;
genes repressores; e moléculas inorganicos. As vias de resposta a condigdes de
estresse se sobrepdem, e sdo induzidas em varias extensées de acordo com as
condigbes ambientais. Incluem desde privagéo nutricional (formagéo de esporos) até
0 aumento na quantidade de enzimas para correcdo de erros. O resultado é que,
sob uma variedade de condicbes de estresse, as bactérias sdo induzidas a
alteragdes genéticas (Foster, 2007). Porém, ndo antes de esgotarem todas a
possibilidades no combate a essas condi¢cdes de estresse.

Crescimento em xenobidticos € sem duvida uma condicdo que desencadeia
essa resposta. Ao compararmos a quantidade de proteina ligada a essa resposta
SOS das células bacterianas, e aqui incluimos as proteinas envolvidas no reparo de
DNA, esporulacao e fatores de transcricdo apenas, verifica-se que 34% de todas as
proteinas identificadas estdo de certa forma envolvidas em garantir a adaptagéo e
crescimento em xenobidticos. Aos 9 processos restantes determinados na tabela de
identificacdo das proteinas (tabela 9) restam 66% de todas a proteinas que foram
identificadas.

De maneira geral podemos associar a capacidade de biorremediagédo de B.
pumilus a cerca de 54% das proteinas identificadas, indicadas como responsaveis
pela Resposta SOS, a saber, elas pertencem as classes: Manutencédo e Reparo de
DNA; Formacéo de Biofilme e Revestimento Celular, Reguladores de Transcri¢éo;
Degradacdo de Xenobidticos; Esporulacdo e Resposta a estresse; e Transporte
(figura 20). Obviamente que, para a efetiva comprovacdo ou ndo do envolvimento

dessas proteinas nesse processo, mais estudos a respeito do assunto é necessario.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

A capacidade de biorremediagcdo de compostos de petroleo e diesel para a
espécie B. pumilus foi confirmada nesse trabalho. Os cultivos dessa espécie em
xenobidticos apresentaram crescimento e producdo de biomassa mais do que
suficiente para que fossem estabelecidos os perfis protedmicos incialmente aqui
propostos. A comparacado dos perfis da espécie em fontes de carbono diferentes
apresentaram diferencas relevantes, o que € um forte indicativo de que essa espécie
usa mecanismos de adaptacao distintos para crescer nesses xenobidticos. A técnica
de espectrometria de massa se mostrou eficiente na identificacdo de proteinas a
partir de dos perfis definido para B. pumilus, tendo sido identificadas 54 proteinas na
diferentes condigbes de cultivos. De uma forma mais geral tentou se estabelecer
vinculo entre algumas proteinas encontradas e a capacidade de biorremediacéo de
B. pumilus. Contudo, para determinagao do efetivo emprego dessas proteinas nas
vias de degradagdo de compostos de petrdleo e diesel, mais estudos s&o
necessarios. Portanto, esse € um dos pontos quanto as nossas perspectivas a
respeito desse trabalho. O emprego de espectrometria de massas para identificagcao
de proteinas por meio da abordagem MS/MS também é um ponto interessante que
buscaremos desenvolver, assim como o emprego de B. pumilus em consorcio com
outras espécies visando a determinacdo de maiores taxa de degradacéo de petroleo
e diesel.
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