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RESUMO

O ambiente natural vem sofrendo elevados acumulos de poluentes os quais néo
somente prejudicam o solo, as aguas subterraneas, rios, lagos, vias pluviais e o ar,
mas também a salde humana em virtude da formacdo de condicbes insalubres.
Dentre os muitos efeitos, os derramamentos de petréleo e derivados acumulam no
ambiente compostos xenobidticos que se tornam preocupantes pela sua persisténcia
e seus efeitos nocivos a vida. Uma das solugcdes para esse problema é a
biorremediacdo, uma ferramenta que utiliza microrganismos para degradacao
bioquimica desses compostos, transformando-os em substéncias menos, ou nao
toxicas. Neste contexto, um estudo prévio isolou a bactéria A. junii SB132 de
macréfitas do Rio Negro no porto de Manaus e confirmou sua identificacdo por
morfologia e sequenciamento do gene 16S. Testes de biodegradacéao realizados em
laboratério confirmaram a capacidade de esta bactéria degradar petroleo e diesel. O
objetivo desta pesquisa foi identificar proteinas de A. junii SB132 envolvidas com
vias de degradacdo de petroleo e diesel. Foram feitas analises de identificacdo
usando proteinas ribossomais e analises fenotipicas como morfologia da bacteriana,
perfil de sensibilidade a antibidticos e perfil plasmidial. A partir das proteinas
extraidas de bactérias cultivadas em petréleo bruto 1,3%, diesel 1,3% e extrato de
levedura 1,3%, foram feitos géis 2-DE e proteinas de spots similares e diferenciais
foram identificadas por andlise em espectrometria de massa e banco de dados no
NCBI. A confirmagdo da identidade bacteriana foi obtida, bem como o perfil
plasmidial. Estes dados revelaram que de fato a bactéria estudada nesta pesquisa €
a A. junii e que esta possui plasmideos com tamanhos de variam de 94.000pb a
5.000pb. As proteinas putativas identificadas estavam relacionadas a processos
celulares como degradacao de compostos xenobidticos, biossintese de moléculas,
reparo e protecdo do DNA, proteinas transportadoras de membrana, sinalizagdo
celular e fatores de transcrigdo.

Palavras-chave: Acinetobacter junii, proteoma de bactéria, degradacao de

xenobibticos, microrganismo da Amazénia.



ABSTRACT

Natural environment has suffered high accumulations of pollutants which not only
affect the soil, groundwater, rivers, lakes, water courses and air, but also human
health due to forming of unhealthy conditions. Among the many effects when crude
oil and derivates spill, the released xenobiotics to environment make worrisome
because of its enviromental persistence and harmful effects to life. One solution to
this problem is bioremediation, a tool that uses microorganisms for biochemical
degradation of these compounds, transforming them into less or non-toxic
substances. In this context, a previous study isolated the bacteria A. junii SB132 from
macrophytes of the Negro River bank located by the port of Manaus and confirmed
its identity by morphology and 16S gene sequencing. Biodegradation tests performed
in laboratory have confirmed the ability of this bacteria to degrade oil and diesel fuel.
Therefore, the aim of this research was to identify proteins of A. junii SB132 related
in degradation pathways of the crude oil and diesel fuel. Ribosomal proteins,
phenotypic, bacterial morphology, sensitivity profile to antibiotics and plasmid profile
analysis were obtained. Proteins extracted from bacterial grown in crude oil, diesel
fuel and yeast extract, 1.3% respectively, were used for 2-DE gels and similar and
differential proteins were identified by using mass spectrometry and database at
NCBI. The identity bacterial was confirmed and the plasmid profile was taken. These
data revealed that the bacteria studied in this research is the really A. junii specie
and that this had plasmids with size ranging 94.000pb to 5.000pb. ldentified putative
proteins were related to cellular processes, such as degradation of xenobiotic
compounds, biosynthesis of molecules, DNA repair and protection, membrane
transport proteins, cell signaling and transcription factors.

Keywords: Acinetobacter junii, bacterial proteome, xenobiotic degradation, Amazon

microorganism.



SUMARIO

TOPICOS PAGINA
T INTRODUGAOD ... nen s s e s 18
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ............ocooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e en s 20
2.1 BIORREMEDIAGAOQ ...ttt n e 20
2.2 DERRAMAMENTO DE PETROLEO........oiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 22

2.3 ORIGEM, COMPOSICAO E IMPORTANCIA AMBIENTAL DO PETROLEO...24
2.4 FISIOLOGIA E METABOLISMO BACTERIANO NA BIODEGRADACAO DE

HIDROCARBONETOS ..ot eeen e seennend 28
2.5 BIODEGRADAGAO DE PETROLEO ..., 31
2.6 BIODEGRADAGAO DE COMPOSTOS AROMATICOS ..o, 32
2.7 CONSORCIO MICROBIANO........cocoeeeeeceeeeeeeeeeee e enean s 33

2.8 IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA DAS ESPECIES DO GENERO

YYo= (o) o Lo (-] PP 35
2.9 ANALISE PROTEOMICA EM PROCESSOS DE BIODEGRADACAO ............ 37
B.OBUETIVOS ...ttt s e e b e e s e e e e 40
BiT GERAL ...t neeeneas 40
3.2 ESPECIFICOS ..ottt 40
4. MATERIAL E METODOS ........oooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s s nennnans 41
4.1 MEIOS DE CULTURA . ... ettt 41
4.1.1 Substratos para crescimento bacteriano: petréleo bruto e diesel............... 42

4.2 AMOSTRA BACTERIANA ...ttt 42
4.3 MORFOLOGIA DE COLONIAS E CELULAR.........ocooveeeeeeeeeeeeeeeeesesenennans 44
4.4 ANALISE DA NATUREZA QUIMICA DO ENVELOPE BACTERIANO............. 44
4.5 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS.........ccccoiiiieeeiee e, 44
4.6 PERFIL PLASMIDIAL DE A. junii SB132 .......ooiiiiiiiiiee et 45

4.7 IDENTIFICAGAO BACTERIANA POR ESPCTROMETRIA DE MASSA.......... 45



4.8 PERFIL DE CRECIMENTO BACTERIANO ......ccooiiiiieeeeeeee e 46

4.8.1 Preparo de pré-indculos € iNOCUIOS............uuueiiiiiiiiiiieeeeee e 46
4.8.2 Perfil de crescimento de A. junii SB132.........oeeviiiiiiiiiiiiiieeeeee e 47
4.9 OBTENGAO DO EXTRATO PROTEICO .....uvieeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeee e 47
4.10 ANALISE DAS PROTEINAS POR ELETROFORESE .........cocenieriereerceneeneene. 48
4.10.1 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE).........ccoooiiiiiiiiiiieeee, 48
4.10.2 Eletroforese bidimensional (focalizacao isoelétrica e SDS-PAGE)........... 48
4.11 ANALISE DAS PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA............ 49
4.11.1 Prepar0 das @mMOSIIaS. .......uuuuuuuuuiiiueiiiiiiniieineeaeaneeasnnssnnnnnssnsnnnessssssnssnsnnsees 49
4.11.2 Obteng&o dos fragmentos tripticos .......ccuuuiiiiiiiiii 50
4.11.3 Obteng&o dos eSPeCtros de MaSSa.......cccuuuerrieiieeeeeeiiieeee e 50
4.11.4 Identificacdo das Proteinas .........ccceeieieiiiiiiiiiieee e 50
5. RESULTADOS E DISCUSSAO ..........cooiuimrimriiineieiieniiseseesisssesssesssssesseessessseenes 52
5.1 MORFOLOGIA DE COLONIAS E CELULAR.........cocoevieeeeeeeeeeeeeeeessnenennans 52
5.2 ANALISE DA NATUREZA QUIMICA DO ENVELOPE BACTERIANO............. 55
5.3 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS..........cccooiiiiieeeiee e 56
5.4 PERFIL PLASMIDIAL DE A. junii SB132.......coiiiiieeiiee e 59
5.5 IDENTIFICACAO BACTERIANA POR ESPECTROMETRIA DE MASSA ....... 62
5.6 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO. ........cooiiiiieieeeeee e 64
5.7 OBTENGAO DO EXTRATO PROTEICO ..ot 66
5.8 ANALISE DAS PROTEINAS POR ELETROFORESE .......ccovuneuneereereeneeneeneens. 67
5.8.1 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeen 67
5.8.2 Eletroforese bidimensional (focalizagéo isoelétrica e SDS-PAGE)............. 68
5.8.2.1 Perfil protedbmico nas diferentes condigées de cultivo ......................... 68
5.8.2.2 Expressao diferencial nos perfis protedmicos ........cccceveeeeeeeeeiiiicinneneen. 71

5.9 ANALISE DAS PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA.............. 74



5.9.1 Proteinas detectadas em todas as condigées de cultivo ..........cccuveeeeenn.n. 78

5.9.2 Proteinas detectadas somente nas condi¢c6es de cultivo em petréleo bruto

5.9.3 Proteinas detectadas somente na condicao de cultivo em petréleo bruto.87
6. CONCLUSOES ..ot 99
7. PERSPECTIVAS. ... ...ttt et e s e e ne e s ne e e nne e 101
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...........ccccooouiiiiiiieieieieieee e 102



18

1. INTRODUCAO

Com a revolucado industrial (por volta de 1750), um novo elemento foi
acrescentado as paisagens urbanas: as altas chaminés de tijolos lancando no ar a
fumaca de carvao e que respondem atualmente por grande parte da poluicdo
atmosférica. Ap6s a revolucdo industrial, com a utilizagdo do petréleo e da
eletricidade, o mundo moderno comeca a se configurar até ao ponto como
conhecemos atualmente, com muitas pessoas concentradas nos centros urbanos.
No inicio, os residuos de carvao e outras substéncias eram simplesmente
descartados no ambiente natural como o solo e a 4gua, sem qualquer preocupacao
com os resultados de tais atos, resultando no que é observado nos dias atuais, na
degradacdao ambiental (Anonymous. Instituto Unibanco e Fundagédo Victor Civita,
2003).

A poluicao se refere a presenca de residuos sélidos, liquidos ou gasosos em
quantidade acima do que o ambiente natural consegue se recuperar, perdendo uma
ou mais caracteristicas naturais e tornando-se impréprio para os seres vivos. Todas
as diferentes formas de poluicao afetam a composicao e o equilibrio da atmosfera,
das aguas, do solo e do subsolo, interferem na cadeia alimentar, alteram os
mecanismos naturais de protecdo do planeta, prejudicam as espécies animais e
vegetais existentes e podem ameacar sua reproducao (Amorim et al., 2003).

Classificar os tipos de poluicdo é meramente organizacional, pois todos
possuem impactos importantes na vida. No entanto, a poluicdo industrial tem
deixado muitas cicatrizes na natureza, pelos grandes prejuizos e que a torna de
grande importancia em qualquer discussao sobre biorremediacdo. Grande parte dos
compostos poluentes liberados permanece no ambiente por muito tempo, pois néo
desaparecem por mecanismos naturais € causam sérios transtornos ecolégicos
(Barbieri, 1997).

Dentre os compostos liberados no ambiente, os xenobi6ticos ganham um
grande espaco como poluidores. Este € um produto quimico que é estranho ao
sistema biologico. Dentro desta classe estdo os medicamentos (antibibticos,
aspirina, B-bloqueadores, entre outros, que sao xenobi6ticos em humanos porque o
corpo humano ndao os produz, nem sao parte da dieta normal), os pesticida
(fungicidas, herbicidas, nematicidades, demais biocidas), residuos industriais que

possam contaminar os produtos alimentares ou o ambiente, aditivos alimentares,
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residuos de antibiéticos usados na producédo de carne, detergentes e lubrificantes
usados em maquinas processadoras de alimentos (Marco, 2009).

Os motivos pelos quais estes compostos xenobidticos sdo de grande
importancia estao relacionados aos efeitos nocivos a vida e a persisténcia no
ambiente natural, caracteristicas advindas da substituicdo incomum de algum
elemento da molécula xenobibtica pelo cloro ou outro halogénio, presenca de
ligacées quimicas incomuns, anéis aromaticos altamente condensados e moléculas
de altissimo massa molecular, entre outros (Silva e Fay, 2004). Por esses motivos,
compostos que estdo presentes no petréleo podem ser considerados como

xenobidticos.

Portanto, os xenobibticos sdo quimicos poluentes da biosfera e possuem
estruturas moleculares e sequéncias de ligagdes quimicas que podem nao ser
reconhecidas pelas enzimas degradativas existentes em organismos vivos. Desta
forma esses compostos resistem a biodegradagcdo, ou ndo sdao completamente
metabolizados, resultando no acumulo no ambiente (Silva e Fay, 2004). No entanto,
mesmo com essas dificuldades, os microrganismos mostram-se mais capazes de
lidar com tais moléculas por mecanismos adaptativos. Neste contexto, as técnicas
moleculares existentes podem mostrar os efeitos dos xenobidticos sobre a
adaptacao, a diversidade e a evolucdo dos microrganismos. Além disso, podem
elucidar rotas metabdlicas utilizadas por esses na degradacdo de moléculas
estranhas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BIORREMEDIAGAO

A biorremediacao é um tratamento de ambiente contaminado baseado na
degradacao bioquimica dos contaminantes, ou substancias téxicas, por meio da
atividade de microrganismos nativos, ou adicionados no local de contaminacao,
transformando-os em substancias menos, ou nao toxicas (Andrade et al., 2010;
Bernoth et al.,, 2000). Esta técnica pode ser empregada ex situ, na qual é feita a
remocao fisica do material contaminado para o tratamento, e in situ, na qual é feito o

tratamento no local de contaminacao (Boopathy, 2000).

Dentre as técnicas de biorremediacao, algumas podem ser mencionadas para
exemplificar a aplicagdo ex situ e in-situ, tais como: land farming (sistema de
tratamento de fase sélida e pode ser feito in situ ou ex situ); compostagem (processo
de tratamento termofilico e aerébio em que o material contaminado € misturado com
um agente que da volume; pode ser feita usando pilhas estaticas ou pilhas aeradas);
biorreatores (biodegradagcdo em um recipiente, ou reator, € podem ser usados para
tratar liquidos, ou lamas); bioventilacdo (método de tratamento de solos
contaminados por meio da injecdo de oxigénio no solo e consequente estimulacédo
da atividade microbiana); biofiltros (utilizacdo de colunas microbianas de extracao de
ar para o tratamento de emissbes atmosféricas); bioaumentacao (adi¢cdo de culturas
bacterianas para um meio contaminado; frequentemente usado em ambos os
sistemas in situ e ex situ); bioestimulagdo (estimulacdo de populacdes microbianas
que ja existem nos solos, ou aguas subterraneas, fornecendo os nutrientes
necessarios); biorremediacédo intrinseca (atenuacao natural do contaminante, na
qual apenas o acompanhamento regular é feito); pump and treat (bombeamento das
aguas subterraneas para a superficie do solo, seguido de tratamento e posterior
reinjecao) (Boopathy, 2000).

Porém, deve ser salientado que a biorremediacdo, assim como outras
técnicas de remediacao, € dependente de varios fatores que devem ser revistos
para que se tenha sucesso na aplicacido desta técnica. Estes fatores incluem:
condicoes fisicas, quimicas e biolégicas do local contaminado, pois as interacdes
dos microrganismos com o ambiente garante que estes utilizardo o poluente como
fonte de carbono e energia; concentracao e tipo de contaminante, pois a velocidade

de degradacdo depende das espécies quimicas que Sa0 mais, Ou Menos
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susceptiveis ao arcabouco enzimatico dos microrganismos; e o tempo requerido

para a degradacao, ou a remoc¢ao do composto alvo (Andrade et al., 2010).

Os microrganismos mais utilizados em biorremediacdo sao bactérias, fungos
filamentosos e leveduras. Destes, as bactérias sdo as mais empregadas e, por isso,
sdo consideradas como o elemento principal em trabalhos que envolvem a
biodegradacao de poluentes (National Research Council, 1993). Logo, é necessario
que os microrganismos certos sejam empregados, no momento e no lugar correto, e
que os fatores ambientais sejam adequados para que o sistema enzimatico dos

microrganismos seja eficaz contra o poluente alvo.

Dentre os fatores que afetam a eficacia da biorremediacdo, a natureza do
poluente, ou contaminante, é de grande impacto. Como exemplo, muitos compostos
nao sao susceptiveis a biodegradacdo, como metais pesados, radionuclideos e
alguns compostos clorados. Além disso, o metabolismo microbiano pode produzir
compostos téxicos por degradacdo incompleta, soma-se a isso quando o
procedimento de biorremediagao se torna intensivo quando as condicdes ndo estao
dentro do que é tolerado. Por isso, sao exigidos estudos prévios em pequena escala.
Portanto, € necessario que se facam as seguintes perguntas antes do emprego da
biorremediacdo: o contaminante € biodegradavel? A biodegradacdo ocorre
naturalmente no sitio contaminado? As condicbes apropriadas para a
biorremediagcdo existem no local? Se os residuos nao forem completamente

biodegradados, para onde eles vao? (Boopathy, 2000).

Dados na literatura mostram a efetividade da utilizagdo da biorremediagcéo na
recuperacao de ambientes impactados, principalmente para derrames de petroleo. A
recuperacado do derramamento em 1989 na enseada de Prince William, Alaska, do
Navio Exxon Valdez, foi o maior feito da biorremediacdo até hoje, pois todo éleo
residual foi biodegradado por microrganismos nativos (por bioestimulagcao), ap6s a
adigcao de fertilizantes no local (Bragg et al., 1994).

Derrames em condigcdes experimentais trazem resultados que podem ser
aplicados em uma condicao real de poluicdo. Em um experimento de Delille et al.
(2002), testou-se a eficiéncia da biorremediacdo em derrames de petrdleo
propositais em uma praia da ilha Grande-Terra, no Arquipélago de Kerguelen. O
experimento mostrou que o0s pontos onde foram aplicados os “agentes da
biorremediacao” (microrganismos), o tempo de recuperacao foi mais rapido em
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relacdo aos pontos que ndo receberam esses agentes, mesmo que alguns residuos
remanescentes do petréleo tenham apresentado alta toxicidade. Produtos toxicos
podem ser extinguidos utilizando outros microrganismos que utilizam tais compostos
téxicos como fonte de carbono e energia, pois a liberacdo de um produto toxico em

uma condigao real, seria mais danoso que o poluente primario.

Em um outro caso de uso experimental da biorremediacdo realizado por
Aparna et al. (2010), um consorcio microbiano foi utilizado na descontaminagédo de
sedimentos dragados do Lago de Gandigudem, o qual fica localizado no altamente
industrializado distrito de Medak, no estado de Andhra Pradesh, India. Verificou-se
neste estudo que a bioaumentacao e a bioestimulagdo foram requeridas para iniciar
e sustentar a degradacdo dos contaminantes dos sedimentos do lago, mostrando
que houve utilizacdo dos contaminantes do sentimento pelo consércio de

microrganismos.

2.2 DERRAMAMENTO DE PETROLEO

Em virtude da dependéncia do mundo pelo petréleo e derivados, durante a
exploragao, o refino, o transporte e as operagdes de armazenamento, acontecem
derramamentos acidentais, ocasionando a contaminagdo dos solos, rios, dentre
outros ambientes naturais. Tais ocorréncias vém motivando a realizacdo de
pesquisas relacionadas a remediagcao de sitios contaminados (Aislabie et al., 2004;
Marin et al., 2006).

Provavelmente, o primeiro derramamento de petr6leo no mundo aconteceu
em 1893 com o navio “Gluckauf". Devido a uma névoa espessa, ele encalha. Apds
tentativas de desencalhar, ele afunda na llha do Fogo, Nova lorque, causando a
primeira “maré negra” por um navio-tanque. Entre 1886 a 1906, 99% do transporte
de petroleo era feito por estes navios-tanques. Outros derramamentos de grandes
propor¢cdes aconteceram e cada um trouxe sérios problemas ao ambiente natural e
ao homem, pois estes estiveram envolvidos na recuperacdo destes ambientes
(Carnero, 2012).

No Brasil, os derramamentos de petréleo sdo comuns e geralmente
reportados e paginas eletrénicas (Rosa e Ordoriez, 2011; Bonis, 2011; Ritto, 2012).

No entanto, muitos vazamentos de pequeno porte ndo sdo consideradas como
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acidentes, pois a quantidade de éleo derramada € pequena. Tal fato é erréneo, visto
que por serem menores, estes vazamentos nao tem controle e tem um impacto

ambiental muito grande.

Derramamentos de petréleo importantes aconteceram no Brasil. Em 2011 na
Bacia de Campos, a petroleira norte-americana Chevron foi responsavel por
milhares de litros derramados, derramamento este que se assemelhou ao que
aconteceu no Golfo do México (Greenpeace, 2011). Outro acidente importante
aconteceu na bacia de Guanabara no ano de 2000. Um duto da Petrobras que ligava
a Refinaria Duque de Caxias (Reduc) ao terminal llha d'Agua, na llha do
Governador, rompeu-se provocando um vazamento de 1,3 milhdo de litros de éleo
combustivel nas aguas da baia. A mancha se espalhou por 40 km2 (Ortiz, 2014).
Outros derramamentos aconteceram no Brasil, também havendo grandes

importancias pelos impactos ambientais que causaram.

Por ser a segunda maior produtora terrestre de petréleo do Brasil, a regido
amazonica, como a varzea dos rios Urucu e Amazonas (rota de transporte do
petréleo Coari-Manaus), esta em constate risco de acidentes ambientais. Os estudos
que avaliam os danos causados a vegetacdo e animais sao escassos, sendo que
um derramamento de petroleo teria consequéncias catastroficas dado o papel
ecolégico fundamental das espécies na reciclagem de carbono e nutrientes da
varzea. Caso essas plantas sofram agressdo por meio do derramamento de
petréleo, uma série de efeitos diretos e indiretos pode modificar todo o ecossistema
do local (Lopes, 2007).

No Amazonas, alguns eventos de derramamento de petréleo aconteceram e
foram de grande impacto. Deve-se novamente ressaltar que eventos em pequena
escala sdo importantes, mas que muitas vezes nao sao notificados. Em 2013, uma
balsa tombou e causou o vazamento de 6leo no Rio Negro, nas proximidades do
Porto do S&o Raimundo, na Zona Oeste de Manaus. O acidente causou vazamento
de aproximadamente 60 mil litros do éleo no local (Henriques, 2013). Em 27 de
outubro de 1979, o petroleiro Gunvor MAERSK se incendiou e derramou 12.000 t de
6leo combustivel no rio Amazonas (Marinha do Brasil,
https://www.mar.mil.br/tm/download/anuario/1981/10428.pdf).

Nas regidbes urbanas, ruas, igarapés que cortam a cidade e &aguas
subterrdneas, sao afetadas pelos pequenos e vazamentos que acontecem. Estes
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pequenos derramamentos sao negligenciados, mas sdo de grande importancia, pois
afetam diretamente a saude humana, principalmente quando estes compostos
nocivos se diluem nas aguas subterraneas, que por sua vez, serao consumidos com
a agua dos pocos artesianos. lgarapés sao também o destino de muitos desejos

humanos e residuos sélidos.

Além dos impactos diretos do derramamento de petréleo sobre o ambiente
natural e recursos naturais (a agua, o solo, os animais e as plantas), a liberacado de
componentes constituintes do petréleo pode atingir grandes escalas e permanecer
por tempos prolongados. Um exemplo é a liberacdo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HPA) e benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos - isbmeros: orto-, meta-

e para-xileno (BTEX) que sdo extremamente perigosos.

2.3 ORIGEM, COMPOSICAO E IMPORTANCIA AMBIENTAL DO PETROLEO

Estima-se que aproximadamente 0,1% da matéria organica produzida pelos
organismos fotossintéticos nos mares seja preservada nos sedimentos. Além disso,
estima-se também que sdo produzidos aproximadamente 550 bilhdes de matéria
oganica por ano pelos organicos fitoplancténicos (PGT, 2010; Milani et al., 2000).
Dado estas quantidades de matéria organica nos sedimentos e condicoes fisico-
quimico-biolégicas adequadas, transformagdes ocorrem e geram-se produtos que se

acumulam nestes sedimentos.

O processo de formacdo do petrdleo ocorre pela diagénese da matéria
organica acumulada nos sedimentos, na qual se inicia com a degradacao da matéria
organica por microrganimos (bactérias e fungos aerobdbios e anaerobios) que se
encontram na regiao mais superficial dos sedimentos. As proteinas e carboidratos
sao 0s mais instaveis, enquanto que os lipideos e lignina sdo mais resistentes. Os
residuos da degradagdo microbiana e moléculas mais resistentes passam por
modificacées quimicas (perda de grupos funcionais e polimeriza¢do), que resultam
na condensacao e insolubilizacdo da matéria organica. O produto final da diagénese
da matéria organica é o querogénio, na qual é a fragdo insollvel presente nas
rochas sedimentares, e o betume, composto de hidrocarbonetos e néo-
hidrocarbonetos soluveis, sendo resultado de biopolimeros pouco alterados (PGT,
2000; Milani et al., 2000).
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A medida que acontece a subsidéncia da bacia sedimentar (lento abatimento)
0 querogénio é soterrado a maiores profundidades e com isso a temperatura e
pressao aumentam. Como resposta as novas condicdes ambientais, ha a liberacao
de grupo funcionais e heteroatomos do querogénio, perda de hidrocarbonetos
alifaticos e ciclicos, e aromatizacao da matéria organica. Esta fase é chamda de
catagénese na qual resulta a formacao de 6leos que dependendo do estagio de
evolucao térmica alcancado pela rocha geradora, a quantidade de 6leo é gerada em
quantidades significativas. O dltimo estagio € chamado de metagénese onde a
evolucao termica chega ao extremo e a matéria organica é representada por metano
e um residuo de carbonos que nao dara origem a petréleo (PGT, 2000; Milani et al.,
2000).

Sendo assim, em funcdo da sua formacdo, o petréleo é uma mistura
complexa que contém varios compostos, na qual os hidrocarbonetos representam a
fracdo majoritaria, sendo que sua composicao quimica e propriedades fisicas variam
de um campo petrolifero para outro. Devido, principalmente, a complexidade dessa
mistura, normalmente o tratamento de areas contaminadas por essas substancias é

bastante dificil e problematica (Andrade et al., 2010).

O petréleo é constituido por uma mistura de hidrocarbonetos e, em menor
quantidade, derivados organicos sulfurados, nitrogenados, oxigenados e
organometalicos. Existem mais de dez mil hidrocarbonetos e outros componentes
que formam o petroleo. Usando o sistema SARA (saturados-aromaticos-resinas-
asfautenos) os componentes do petroleo sdo divididos em: os saturados (15-60%),
que correspondem aos ciclo-alcanos (nafténicos), alcanos ramificados e de cadeia
linear (parafinas), como ciclo-hexano, n-decano, pristano, respectivamente; os
aromaticos (3-30%) que sao hidrocarbonetos mono e poliaroméaticos, incluindo as
formas alquiladas, como o benzeno, metil-naftaleno, benzo [a] pireno; as resinas que
sdo hidrocarbonetos polares e heterociclicos com N, S e O, que incluem os
dibenzotiofeno, acido nafténico (estrutura genérica de um acido carboxilico aliciclico
substituido com alquilo); e asfaltenos (em média 6%), estes sdo compostos grandes,
heterociclicos contendo N, S e O, com tracos de metais pesados como o vanadio
(McGenity, 2014; Zilio e Pinto, 2002).

Assim como o petréleo, seus derivados também possuem importancia quanto

ao seu impacto ambiental. Isso porque derivados de petrdleo resultam do processo
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de destilagdo fracionada do petréleo e isso ndo garante que moléculas alifaticas
sejam separadas das moléculas aromaticas, ou moléculas tdéxicas sejam separadas
das nao toxicas. Entdo, os derivados de petréleo também possuem moléculas

nocivas a vida e ao ambiente, como exemplo, a gasolina e o diesel.

De acordo com Zilio e Pinto (2002), as resinas e os asfaltenos, que sao
componentes policiclicos, de alto massa molecular, compreendendo atomos de
nitrogénio, enxofre e oxigénio, sao insollveis em alcanos leves e, assim, precipitam
com n-hexano. As resinas sao mais soluveis, mas também sdo muito polares e
fortemente retidas em silica gel quando € realizada uma cromatografia liquida, a nao

ser que um solvente polar seja usado como fase mével.

Em um ambiente contaminado por petréleo e seus derivados, alguns
poluentes se destacam frente aos demais. Esses compostos sdo os BTEX, HPA,
aromaticos heterociclicos e aromaticos substituidos, nos quais sdo compostos de
importancia ambiental, liberados ndo somente em processos petrogénicos (petréleo
e derivados), mas também em processos pirogénicos (processos de combustdo) e
biogénicos (biotransformados) (Seo et al., .2009). Os compostos organicos volateis
(COV) também sao importantes bem como os hidrocarbonetos totais do petréleo
(HTP). Os HPA, HTP e BTEX sao os principais alvos em estudos de biorremediacéo
em funcdo da toxicidade, mobilidade e persisténcia no ambiente, o os COV por
serem gasosos € poluirem o ar. Por isso, qualquer contaminacao por petroleo
oferece risco ndo somente com o contato direito (inalacdo de vapores como
exemplo), mas também na sua presenca em recurso que sao utilizados pelo homem,

como a agua (Andrade et al., 2010).

Quando comparados os compostos aromaticos com os alifaticos de mesmo
tamanho, os primeiros sao mais persistentes no ambiente e mais tdéxicos do que o
segundo, bem como sdo mais solUveis em agua resultando em maior mobilidade.
Por isso, se da maior importancia aos compostos aromaticos no que diz respeito a
poluicdo ambiental. Prova disso sdo os BTEX que atingem mais rapidamente as
aguas de mananciais de abastecimento e apresentam uma toxicidade crdénica mais

significativa do que os hidrocarbonetos alifaticos (Tiburtius et al., 2004).

Os hidrocarbonetos aromaticos sdo compostos organicos contendo um ou
mais anéis benzénicos, arranjados de forma linear, angular ou em grupos, podendo

apresentar substituicbes de um ou dois carbonos do anel aromatico pelo enxofre,
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nitrogénio ou oxigénio. Além de surgirem por derramamento direito de petréleo,
também surgem no ambiente por processos naturais e por processos
antropogénicos, como a queima de derivados de petréleo (gasolina, querosene, 6leo
diesel) e do alcatrao como subproduto do processamento industrial (efluentes
petroquimicos, residuos de refinarias e industrias de embarcagdes), da queimada de
florestas, da incineracdo de residuos industriais, da exaustdo de motores

automobilisticos, da fumaga de cigarro e do tabaco, entre outros (Barbieri, 1997).

Os hidrocarbonetos monoaromaticos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno) sao constituintes do petrdleo e derivados, gerados nas refinarias
petroquimicas e possuem grande potencial de poluicdo por serem os compostos
mais hidrossollveis do petroleo (Mello, 2007). Devido aos problemas de vazamentos
de gasolina de tanques subterraneos, o BTEX tem contaminado solos e aguas
subterrdneas nesses locais. Estes eventos sdo gravissimos quando se leva em
consideracdo a toxicidade que eles possuem (Tiburtius et al.,, 2004). De fato, o
benzeno é considerado o mais preocupante dentre os BTEX para a saude publica
segundo a International Agency for Research on Cancer — |ARC, 6rgao da
Organizacdo Mundial da Saude, bem como outras agéncias importantes, pois €
classificado no Grupo |, ou seja, € uma substancia comprovadamente cancerigena e

que também pode causar leucemia em seres humanos (Andrade et al., 2010).

O estireno juntamente com BTEX faz parte do creosoto, contaminante do
ambiente e que é constituido por cerca de 85 a 90% desses componentes
aromaticos (Barbieri, 1997). O fenol é outro composto aroméatico resultado dos
processos de refinamento de petrdleo. Este composto é formado por um anel
aromatico ligado a um radical hidroxila e é amplamente usado na refinaria de
petréleo e industria petroquimica, industria quimica e farmacéutica, e outras
industrias. Assim, a presenca de fenol em aguas residuais geralmente sdo advindos
desses processos industriais e seu aumento representa um perigo ambiental (Marrot

et al., 2006).

Os HPA sao os compostos prioritdrios em estudos ambientais pela acao
mutagénica e tumoral em sistemas biolégicos (Meire et al., 2007). Sao formados por
dois ou mais anéis benzénicos, constituidos exclusivamente por atomos de carbonos
e hidrogénio, organizados de forma linear, angular ou agrupados. Sua origem vem

da combustdo incompleta de matéria organica, mas as maiores emissdes tém sido
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feitas a partir de processos industriais ligados a producdo de aco e aluminio,
exaustdo de incineradores de rejeitos industriais, atividades petroquimicas, bem

como derramamento de petréleo (Meire et al., 2007).

2.4 FISIOLOGIA E METABOLISMO BACTERIANO NA BIODEGRADACAO DE
HIDROCARBONETOS

O metabolismo primario se refere ao uso de composto organico como
substrato para obtencao de carbono e energia. Esse composto organico sera um
doador de elétrons e promovera o crescimento e reprodu¢cdo do organismo
(microrganismos quimiorganotréficos). Esses e outros fatores, como presencga ou
auséncia de receptores de elétrons, nutrientes, metabdlitos ou substrato inibidores,
condi¢des de pH, temperatura, sdo os fatores limitantes do uso da biorremediacéo
(Boopathy, 2000).

Compostos organicos podem ser metabolizados por fermentacéo, respiracéo
ou co-metabolismo (Barreto, 2001). Portanto, a biodegradacao pode ser aerdbia ou
anaerdbia, requerendo oxigénio ou outro composto, quase sempre inorganico, como
aceptor final de elétrons. Durante o processo de biodegradacdo por respiracao
celular aerdbia, em um solo contaminado com um poluente, os microrganismos
utilizam o oxigénio disponivel (fator limitante) como aceptor final de elétrons. Quando
este oxigénio é totalmente consumido, os microrganismos aerotolerantes e
anaerobios, utilizardo outros aceptores de elétrons disponiveis, exemplo: nitrato,
manganés, ferro, sulfatos, dioxido de carbono, entre outros. Quando o dioxido de
carbono é utilizado, formam-se acidos organicos para gerar metano. Este processo €

chamado de respiracao celular anaerdbia (Andrade et al., 2010; Tortora et al., 2005).

A oxidacdo de hidrocarbonetos € catalisada, em sistemas bioldgicos, por
diferentes classes de enzimas oxirredutoras (oxidases, desidrogenases, peroxidases
e oxigenases/hidroxilases) (Halma, 2004). As oxidorredutases sao as enzimas mais
bem distribuidas e sdo mais diversas, e um grande numero delas utiliza o oxigénio
molecular como um substrato (oxigenases) ou como aceptor final de elétrons
(oxidases). Estas enzimas possuem uma grande variedade de substratos e mostram

alta régio, quimio e estéreo-especificidade (Nolan e O’Connor, 2008).
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No metabolismo de hidrocarbonetos em condicdes de aerobiose, as
oxigenases sao as enzimas mais importantes. Estas iniciam o processo de oxidacao
pela ativacdo do composto organico, tornando-o susceptivel a outras enzimas
oxidativas, bem como fazem a clivagem oxidativa. As monooxigenases atuam em
hidrocarbonetos alifaticos e certos hidrocarbonetos aromaticos e adicionam um
atomo de oxigénio a partir do oxigénio molecular e o outro oxigénio é reduzido a
agua. As diooxigenases atuam em hidrocarbonetos aromaticos e adicionam um ou

dois atomos de oxigénio a partir do oxigénio molecular (Widdel e Rabus, 2001).

As monooxigenases podem utilizar NADH ou NADPH como fonte potencial de
elétrons para o substrato e estas enzimas podem ser heme-dependentes, flavina-
dependentes, cobre-dependentes, ferro-dependentes sem grupo heme, pterina-
dependentes, dependentes de outros co-fatores e independentes de co-fatores
(Nolan e O"Connor, 2008; Pazmino et al., 2010). As diooxigenases sao divididas em
duas classes: dioxigenases ferro-enxofre heme-dependente e dioxigenase ferro-
enxofre ndo heme-dependente (Rieske), sendo que neste Ultimo caso a maioria é
dependente de NADH (Burton, 2003). Além disso, mesmo que a maioria das
dioxigenases utilize um metal para auxiliar na ativacdo do oxigénio, um pequeno
namero de enzimas desse grupo tem sido isoladas que ndo requerem metal e

nenhum outro co-fator organico (Bugg, 2003).

As vias de degradacao de hidrocarbonetos sao obtidas por meio de estudos
com microrganismos que tem essa capacidade degradativa. Os microrganismos sao
cultivados no substrato de interesse, as proteinas séo identificadas e as vias séo
estimadas. Além disso, proteinas novas podem ser identificadas. Estas informacdes

ficam armazenadas em banco de dados de dominio publico.

Como exemplo da aplicacdo, Seo (2009) afirma que o naftaleno tem sido
utiizado como composto modelo para se verificar a habilidade de bactérias em
utilizar HPA como fonte de carbono, visto que é o mais soluvel e 0 mais simples. O
autor mostra a via de degradacao deste composto, onde comeca com a hidroxilacao
por uma dioxigenase (naftaleno dioxigenase), em um dos anéis do HPA, seguido por
uma sequéncia de passos enzimaticos para a metabolizacdo do composto
aromatico, até resultar em salicilato (um anel aromatico com um grupo OH e um

COOH na posicao orto-). O salicilato é convertido em catecol na qual sofre fissdo do
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anel (orto ou meta cliavagem) que dara origem a compostos que entrardo no ciclo de

acido citrico.

Muitos microrganismos utilizam a via B-cetadipato para degradacgao de catecol
(anel aromatico com duas hidroxilas ligadas na posi¢ao orto-) na qual a chave deste
processo é a clivagem do anel aromatico pela catecol dioxigenase e geracado de
acetil CoA e succinato no final do processo. A clivagem intradiol acontece na ligacao
carbono-carbono entre os dois grupos hidroxilas (orto-clivagem), produzindo &cido
mucdnico, necessitando também de Fe®'. A clivagem extradiol acontece na ligacdo
carbono-carbono adjacente aos grupos hidroxilas (meta-clivagem), produzindo
hidromuconaldeido (Pérez-Pantoja et al., 2009; Bugg, 2003).

Para degradacédo de hidrocarbonetos alifaticos, Maeng et al. (1996), cita trés
vias para o ataque aos n-alcanos: via de oxidagdo monoterminal, na qual € mais
representativo em espécies do género Pseudomonas; oxidacdo biterminal,
presentes em muitos fungos e bactérias e ambos os grupos metil terminal do n-
alcano sao hidroxilados; e oxidacdo subterminal. Em todos esses casos, 0 ataque
inicial é feito por uma monooxigensase (hidroxilacdo) para produzir um
correspondente alcool primario, ou secundario, embora sejam outras as enzimas

que participam nos passos posteriores da via.

A massa molecular de um hidrocarboneto afeta sua biodegradabilidade. Por
exemplo, um HPA de alta massa molecular (4 ou mais anéis aromaticos) possui
propriedades fisico-quimicas e recalcitrancia diferentes dos HPA de baixa massa
molecular. Desta forma, poucas bactérias tém sido isoladas capazes de utiliza-lo
como unica fonte de carbono. Além do mais, aumentam-se os sitios para ataque
enzimatico, levando a diversas vias e complexas reacées que requerem diferentes
tipos de enzimas. Entdo, a degradacdo de um HPA de alta massa molecular requer
mais genes envolvidos, aumentando-se o potencial de novas, ou previamente
conhecidas, enzimas e vias metabdlicas. E mais, existe muita redundancia de genes
estruturais para degradacao de HPA de alta massa molecular, na qual ndo estao
organizados em operons como aqueles envolvidos na degradacédo de HPA de baixa
massa molecular (Kim et al., 2009).
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2.5 BIODEGRADAGAO DE PETROLEO

A maior parte dos componentes do petroleo (60% a 90%) é biodegradavel.
Entretanto, o restante (10% a 40%), em estado bruto ou refinado, é recalcitrante. No
entanto, mesmo tratando-se de uma porcdo menor, isto representa toneladas de
poluentes impactando ecossistemas e sendo bioacumulados e biomagnificados na
cadeia tréfica. O destino destes compostos, apdés um derramamento, ira depender
da interacao entre varios fatores, podendo-se destacar a degradacdo microbiana
(Crapez et al., 2002). Essa capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos e
utilizacdo destes como fonte de carbono por microrganismos foi apresentada pela
primeira vez por Zobeel em 1946, na qual também verificou que estes
microrganismos eram bem distribuidos na natureza e que a degradacado dependia
principalmente da natureza quimica do poluente (Rosato, 1997).

No entanto, apenas apds trés grandes derrames de petrdleo na década de 60
(naufragio do Tanque Torrey Canyon na Inglaterra, Incidente de Santa Barbara e o
ocorrido na Flérida) é que se iniciaram as pesquisa focalizando os problemas da
poluicdo ambiental e os destinos e consequéncias do derrame de petréleo (Rosato,
1997).

A biodegradacao de petréleo por populacées naturais de microrganismos € o
primeiro mecanismo de eliminacdo de poluentes do ambiente. Alguns compostos
sao facilmente degradados, enquanto que outros persistem na natureza, visto que o
petréleo é constituido e separado por fracdes: as parafinas, os cicloalcanos

(compostos nafénicos), os aromaticos e uma porgao asfaltica mais polar.

Entres 0s muitos microrganismos que sao capazes de degradar
hidrocarbonetos do petroleo, destacam-se as bactérias dos géneros Acidovorans,
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthrobacter, Beijemickia,
Burkholderia, Bacillus, Comomonas, Cycloclasticus, Flavobacterium, Goordona,
Moraxella, Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas, Nocardia, Pasteurella
(Crapez et al., 2002), Pseudomonas, Rhodococcus, Streptomyces, Sphingomonas,
Stenotrophomonas e Vibrio, Pseudomonas, Vibrio, Serratia, Micrococus,
Mycobacterium, Nocardia, entre outros e varios géneros de fungos como,
Cunnighamella, Fusarium, Candida, Penicillium, Pleorotus, Trametes, Aspergillus e
Chrysosporium. Existem aqueles capazes de degradar compostos alifaticos
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saturados, outros de degradam hidrocarbonetos aromaticos e alguns conseguem
metabolizar ambos (Cury, 2002).

2.6 BIODEGRADACAO DE COMPOSTOS AROMATICOS

Os compostos aromaticos estao presentes na natureza fazendo parte, assim
como outros, do ciclo global do carbono. Logo, ja existe na natureza microrganismos
que possuem o0 aparato enzimatico necessario a degradacdo de compostos

aromaticos.

Embora diversos hidrocarbonetos aromaticos sejam considerados
recalcitrantes, muitos processos contribuem para a degradacao destes compostos.
Fatores abidticos como a volatilizagao, a lixiviagdo e a fotodegradagao contribuem
para a retirada desses compostos aromaticos da natureza. No entanto, o processo
mais importante para a retirada dos hidrocarbonetos aromaticos do ambiente € a
biodegradacao (Barbieri, 1997).

Porém, os compostos de natureza aromatica que o0 homem produz e causam
danos ambientais como os pesticidas, detergentes, 6leos, solventes, tintas ou
explosivos, sdo 0s mais importantes quando se trata de poluicdo ambiental. Muitos
desses compostos artificiais podem ser facilmente degradados pelos
microrganismos que utilizam as mesmas enzimas necessarias para a degradacao de

compostos de ocorréncia natural.

Alguns microrganismos comprovadamente crescem em culturas com
compostos aromaticos como Unica fonte de carbono. Entre eles, Pseudomonas
putida foi aclimatada para crescer e degradar fenol (até 1.000 mg/L) e catecol (até
500mg/L), pois em concentracbes mais altas aumentava o periodo de laténcia
(Kumar et al., 2005). Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescence
(Agarry et al, 2008) também foram testadas e degradaram fenol entre 100 e
500mg/L. Os microrganismos do género Pseudomonas sao conhecidas por
degradarem compostos aromaticos e sado muito investigadas. Muitos outros
microrganismos distribuidos nos varios grupos apresentaram capacidade de
degradar compostos aromaticos (Silva et al., 2009; Rigo et al., 2010).

Existem trabalhos onde microrganismos degradam compostos aromaticos

para utilizarem como fonte de energia; estes sdo testados tanto individualmente
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como na forma de consorcio (Seo et al., 2009; Barbieri, 1997). Partindo desses
dados, verifica-se que o interesse por microrganismos que degradam poluentes tem
aumentado, principalmente com o advento de técnicas de analise mais sofisticadas
ja disponiveis.

Trés espécies de bactérias dos géneros Pseudomonas, Flavobacterium e
Rodococcus foram isoladas de solo contaminado em Beijing, China, e degradaram
eficientemente gasolina, bem como produziram biosufactantes. Outros compostos
organicos como 6leo diesel, benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) também
foram facilmente degradados por estas trés bactérias (Lu et al., 2006). Duas
espécies bacterianas isoladas de aguas residuais foram capazes de utilizar
carbazole, composto aromatico heterociclico, como fonte de carbono, nitrogénio e
energia. Essas bactérias foram identificadas como Cryseobacterium sp. e
Achromobacter sp. As duas espécies em consorcio conseguem utilizar compostos
similares ao carbazole, tal como fenantreno, naftaleno e imidazol (Guo et al., 2008).

Trés espécies de bactérias isoladas de solo contaminado foram capazes de
utilizar 6leo de maquina usado como Unica fonte de carbono. As espécies
identificadas foram Flavobacterium sp., A. calcoaceticum e P. aeruginosa. Os
resultados mostraram que estas apresentaram melhor potencial de degradacéo
qguando a concentracdo de células aumentava no meio contendo o poluente. Estas
bactérias apresentaram potencial para biorremediagéo in situ e ex situ (Mandri e Lin,
2007).

2.7 CONSORCIO MICROBIANO

s

E necessaria uma grande diversidade de enzimas na degradagdo de uma
grande diversidade de hidrocarbonetos, tais como os que constituem o petréleo.
Uma prética rotineira é a utilizacdo de consoércio microbiano para degradagdo de
petréleo, devido a grande complexidade quimica deste composto. Compostos
modelos também sao utilizados para identificacdo de vias metabdlicas, sendo uma
pratica mais favoravel e menos dispendiosa quando se quer estudar os processos
de biodegradacao.

Até o momento, nenhum estudo identificou alguma espécie microbiana que

fosse capaz de degradar sozinha todos os componentes do petréleo. Dessa forma, é
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necessaria a existéncia de consércios microbianos, onde cada grupo de
microrganismos é capaz de mineralizar um determinado composto para minimizar a
complexidade dos processos metabdlicos envolvidos na degradacao (Maciel, 2004;
Crapez et al., 2002).

A diversidade quimica e o surgimento de intermediarios téxicos s&o os
maiores empecilhos para utilizacdo de um Unico microrganismo como agente da
biorremediacao. Por isso, para alguns casos, faz-se necessaria a associacao de um
conjunto de microrganismos na qual anulam as deficiéncias e desvantagens de cada

microrganismo individualmente.

O efeito do uso de consércio de microrganismos para degradacdao completa
de compostos hidrocarbonetos, nao resulta apenas de um efeito aditivo das
atividades individuais, mas sim um efeito sinérgico. O mecanismo envolvendo a
biodegradacdo por um consércio € muito complexo, mas é possivel que alguma
espécie remova metabdlitos toxicos resultado do metabolismo de outra espécie.
Também é possivel que uma segunda espécie degrade compostos que uma
primeira consegue degradar parcialmente (Ghazali et al., 2004).

A prova que a utilizacdo de consércio € eficaz na biodegradacdo de
compostos poluentes sdo os resultados positivos dos artigos publicados em revistas
cientificas. Como exemplo, um experimento importante foi feito por Horowitz et al.
(1975), na qual demonstra o significativo efeito do consércio. Nesta pesquisa, o
autor mostra que ap6s exaustivo crescimento de uma cepa em petréleo bruto, o éleo
residual suportou o crescimento de uma segunda e terceira cepa de bactéria,

gerando novos compostos parafinicos do 6leo residual.

No experimento de Rambeloarisoa et al. (1984), oito cepas bacterianas foram
capazes de degradar intensivamente o petrdleo bruto, mas que apenas cinco destas
foram capazes de crescer isoladamente em uma variedade de hidrocarbonetos.
Quando trés cepas foram removidas do consorcio, a eficacia da degradagao foi
consideravelmente reduzida. Estes dados fornecem uma informagdo importante:
cada membro do consoércio tem um papel significativo e pode depender da presenca
de outras espécies para sobreviver quando as fontes de energia sdo limitantes ou
confinados a complexos de carbono.
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Em um consoércio microbiano, seis bactérias dos géneros Bacillus,
Pseudomonas e Micrococcus, isoladas de solos contaminados com hidrocarbonetos
(petréleo e hidrocarbonetos individuais) na Malasia, foram capazes de crescer em
petroleo bruto. Porém, quando testados individualmente Bacillus spp. ndo cresceu.
Hidrocarbonetos individuais também foram usados como fonte de carbono, obtendo-

se crescimento variado entre as espécies testadas (Ghazali et al., 2004).

E importante destacar que a verificacdo da atividade degradativa de
microrganismos em uma fonte de carbono qualquer deve ser avaliado
cuidadosamente, bem como cada derrame de um poluente no ambiente natural.
Essas observacbes apontam aos fatores que afetam a biorremediacao para que a
melhor condicdo de crescimento seja estudada e a melhor medida seja tomada
quando no ambiente natural. Nesse contexto, o tépico a seguir descreve a
importancia biotecnolégica das bactérias do género Acinetobacter, utilizadas no

presente estudo.

2.8 IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA DAS ESPECIES DO GENERO

Acinetobacter

O ambiente natural é a principal fonte de microrganismos que possuem
potencial para biorremediacdo de ambientes impactados. A principal fonte de
microrganismos com capacidade biodegradadora sdao os locais na qual foram
expostos aos xenobidticos. Existem muitos mecanismos, que podem se combinar,
para que comunidades microbianas possam se adaptar a presenca de xenobibticos.
Primeiras, as populacées que toleram tal composto aumentam a populagao.
Segundo, as células podem se adaptar sofrendo mutagdes de varios tipos. Terceiro,
as bactérias podem adquirir informacdes genéticas a partir de populacdes
filogeneticamente relacionadas, ou nao, por trasferéncia horizontal (Top e Springael,
2003).

Dentre as comunidades microbianas nos diferentes ecossistemas, tais como
solo, agua doce, aguas residuais e residuos soélidos, muitas cepas pertencem ao
género Acinetobacter, tendo crescente interesse por estas no ponto de vista médico,
ambiental e biotecnolégico. Bactérias deste género sdo conhecidas por estarem

envolvidas na biodegradacdo, na lixiviacdo (extracdo de uma substancia de um
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sélido através da sua dissolucdo em um liquido) e remocédo de muitos compostos
residuais organicos perigosos produzidos pelo homem. E também bem conhecido
que algumas cepas de Acinetobacter produzem importantes bioprodutos (Abdel-El-
Haleem, 2003).

As espécies do género Acinetobacter pertencem ao filo Proteobacteria, a
classe gammaproteobacteria, a ordem Pseudomonadales e a familia Moraxellaceae.
Estas bactérias apresentam colbnicas encapsuladas e sao geralmente nao
pigmentadas e mucoides. Estas sdo quimiorganotréficas e maioria pode crescer em
meio minimo com acetato, etanol, ou lactato, sendo que poucas podem crescer em
meio minimo com glicose (Hardy Diagnostics, 2015). O género compreende
atualmente 17 espécies nomeadas validas e 14 ndo nomeadas. Algumas espécies
nao relacionadas tém comum designiacao, enquanto que outras espécies parecem
ser congruentes, mas tem diferentes nomes (Djkshoorn e Nemec, 2008).

As bactérias Acinetobacter spp. sao oxidase-negativas, catalse-postivas,
nitrato-negativas, ndo fermentadora de lactose em Agar MacConkey, ndo-méveis,
estritamente aerdbicas, Gram-negativas e aparecem como cocobacilos com arranjo
diplococos ao microscopio. Elas podem usar muitas fontes de carbono para o seu
crescimento, bem como podem ser cultivas em meios relativamente simples, como o
agar nutriente e agar soja tripicaseina (Hardy Diagnostics, 2015; Abdel-El-Haleem,
2003).

Estudos realizados focaram o isolamento e a caracterizacdo da atividade de
acinetobacterias sobre diversos compostos poluentes e xenobidticos. Estes estudos
iniciam com isolamento do organismo de um local contaminado, ou ndo, até a
caracterizacdo da atividade biodegradadora. Os substratos normalmente
empregados para os estudos em laboratério que utilizam acinetobactérias sao fenol
(Adav et al., 2007; Wang et al., 2007; Cordova-Rosa et al., 2009; Sun et al., 2012),
6leo de motor (Basuki et al., 2011), diesel (Bhawsar et al., 2012; Bento et al., 2003),
petréleo (Lal e Khanna, 1996), hidrocarbonetos alifaticos (Throne-Holst et al., 2007;
Koma et al., 2001; Sun et al., 2012), clorobenzoato, clorofenol, bifenil e bifenil
clorados (Kim e Hao, 1999; Adriaens e Focht, 1991; Furukawa e Chakrabarty, 1982),
lignina (Buchan et al., 2001) e aminoacidos (Kim et al, 2001). Por estarem

envolvidas nesses processos de biodegradacao, as acinetobactérias sao ditas como
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uma das principais degradadoras de n-alcanos no grupo das Gram-negativas,
juntamente com as Pseudomonas spp. (GeiBdoérfer et al., 1999).

Pesquisas aplicadas tém fornecido informacdes acerca do potencial para
biorremediacdo das acinetobactérias. Enzimas envolvidas em processos de
biodegradacao ja foram isoladas, como catecol dioxigenase de A. radioresistens
(Briganti et al., 1997). Genes de enzimas de Acinetobacter sp. de alcano hidroxilase,
rubredoxina e rubredoxina redutase, envolvidos na degradacdo de n-alcanos de
cadeia longa foram identificados (Throne-Holst et al., 2007; GeiBdérfer et al., 1999).
O gene de catechol 1,2-dioxygenase de A. radioresistens envolvidos na degradacao
de fenol, foram clonados (Caposio et al., 2002). O proteoma de Acinetobacter sp
crescida em benzoato como Unica fonte de carbono, foi obtido, na qual foram
identificadas proteinas relacionadas a via do 3-cetoadipato (Kim et al., 2003).

2.9 ANALISE PROTEOMICA EM PROCESSOS DE BIODEGRADAGAO

O proteoma é o conjunto completo de proteinas expressas em uma célula ou
tecido, se alterando frente a diferentes condi¢cdes e estimulos. Devido a essa
natureza dinamica, a protedmica investiga possiveis funcées de proteinas,
processos metabodlicos e, na era pds-genémica, o controle da expressdao génica e
seu impacto no metabolismo celular. Assim, diversas informacdes sdo geradas,
como: quais proteinas sdo expressas, niveis e momentos de expressao destas
proteinas, modificacdes pds-traducionais, respostas expressas pelas células em
diferentes situacbes ou tratamentos, diferencas moleculares entre linhagens e

interacao génica (Silva et al., 2007).

Neste contexto, a protebmica pode ser usada como uma ferramenta para que
se entendam o0s mecanismos de biodegradacdo de compostos poluentes. A
caracterizacao das vias metabdlicas envolvidas na degradacao destes compostos
poluentes pode possibilitar a construcdo de sistemas de biorremediacao utilizando
amostras bacterianas isoladas de diversos ambientes, principalmente ambientes
contaminados, bem como a proposi¢cdo de organismos geneticamente modificados,
pela clonagem de genes especificos codificadores de enzimas de interesse para a
biorremediagéo.
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Os estudos envolvendo degradacdo de compostos poluentes, como por
exemplo os HPA, sdo tradicionalmente realizados em partes, utiliznado-se de
ferramentas como a caracterizacao quimica de intermediarios de vias metabdlicas,
caracterizacdo de enzimas envolvidas, métodos de genética molecular tais como
clonagem, sequenciamento e mutagénese por knockout. No entanto, esses estudos
nao mostram a resposta celular global, as interagdes entre as vias, bem como nao
identificam novos componentes-chave (Kim et al, 2009). Em face disso, as
abordagens funcionais e modernas, como a proteémica, trazem dados que serao

muito Uteis para o entendimento dos mecanismos de biodegradacao

Na proposicdo de uma via metabdlica, os dados protedmicos servem como
confirmador do potencial genético de determinado microrganismo para degradacao
de um substrato de interesse. Um exemplo bem interessante desta aplicacao é o
microrganismo Mycobacterium vanbaalenii, um dos organismos degradadores de
HPA de alta massa molecular mais estudados (quatro ou mais anéis aromaticos).
Nos estudos iniciais deste microrganismo, os dados genémicos ainda nao estavam
disponiveis e uma reduzida quantidade de proteinas foi identificada (Khan et al.,
2001; Wang et al., 2000; Kim et al., 2004b). Apds a disponiblidade de dados
gendmicos, rotas metabodlicas de degradacdo de HPA foram propostos por analise
proteémica (Kim et al., 2007; Kweon et al., 2007).

Como no caso de Mycobacterium vanbaalenii, € importante que dados
gendmicos estejam disponiveis para que se tenha eficiéncia na identificagdo de uma
grande quantidade de proteinas. Primeiro, porque dados protebmicos confirmam o
que estava previsto no genoma, segundo que a segurang¢a na identificacdo de
proteinas individualmente € diminuida quando nao se tem dados gendmicos, pois
dados genomicos de outros organismos aumentam os erros. Os bancos de dados
gendmicos sao, entdo, tdo importantes que sua falta gera um arduo trabalho para
identificacdo de proteinas como na identificacdo por degradag¢éo de Edman, seguido
de amplificagdo da sequéncia génica, ou pelo sequenciamento espectrométrico por

sequenciamento de novo.

Em estudos com Acinetobacter sp., Kim et al (2003) encontrou proteinas
envolvidas na degradacdo de benzoato, tais como B-cetoadipato succinil-CoA
transferase, trealose phosphatase e catecol 1,2-dioxigenase, usadas na via do B-
cetoadipato. Giuffrida et al. (2001), também propds pela andlise protedmica a
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utilizacao de fenol e benzoato como fonte de carbono pela A. radioresisten, pela via
do B-cetoadipato. Kahng et al. (2002), também prop6s a via do B-cetoadipato usada
pela A. iwoffii ao utilizar p-hidroxibenzoato como unica fonte de carbono. Kim et al.
(2004a), estudando a biodegradacdo de anilina, 3-metilanilina, 4-metilanilina,
benzoato e p-hidroxibenzoato por Pseudomonas sp. K82, propbs trés vias de
biodegradacao, a via CD2,3, a via do B-cetoadipato e a via PCD4,5.

As proteinas sao separadas por eletroforese bidimensional (2-DE) e
identificadas por espectrometria de massa (MS). A 2-DE é uma técnica que ja era
utilizada hé bastante tempo, mas devido a sua baixa reprodutibilidade, ela passou a
ser empregada apenas apds seu melhoramento, com a utilizacdo de gradiente de
pH imobilizado (Goérg, 2004). Com a relacao a MS, esta técnica ja era utilizada para
estudos de moléculas inorganicas pequenas, mas foi aperfeicoada para estudos de
moléculas maiores, como proteinas, sem que ocorra destruicdo destas durante o
processo (Yates, 1998). O aperfeicoamento da técnica de 2-DE e MS possibilitaram
0s avancos nos estudos de proteinas em larga escala e o surgimento do conceito de
proteoma (Silva et al., 2007).

Baseado nas questbes da poluicdo do ambiente natural por componentes
recalcitrantes e toxicos presentes no petroleo e derivados, e seus efeitos na saude
humana, os estudos protebmicos sao necessarios para se obter melhor
compreensao dos diversos processos celulares e proposicdo de vias metabdlicas

envolvidas na biodegradacao de tais poluentes.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Identificar proteinas de Acinetobacter junii SB132 envolvidas com vias de

degradacao de petroleo e diesel.

3.2 ESPECIFICOS

Caracterizar A. junii SB132 quanto a sua morfologia por métodos classicos

em microbiologia;
Obter o perfil de sensiblidade de A. junii SB132 a antimicrobianos;

Confirmar a identidade taxondmica de A. junii SB132 por espectrometria de

massa;
Caracterizar A. junii SB132 genotipicamente quanto ao seu perfil plasmidial;

Obter a curva de crescimento de A. junii SB132 cultivada em diferentes
substratos (petréleo bruto, diesel e extrato de levedura);

Obter os géis bidimensionais das proteinas extraidas de A. junii SB132
cultivadas em diferentes substratos (petréleo bruto, diesel e extrato de

levedura);

Comparar os géis bidimensionais para determinacdo de pontos protéicos

simlilare e diferenciais;

Identificar proteinas similares e diferenciais por espectrometria de massa e
analise em bancos de dados, e verificar as vias metabdlicas na qual as

proteinas estao envolvidas.
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4. MATERIAL E METODOS

As etapas realizadas nesta pesquisa estdo mostradas abaixo na Figura 1.

/7 \ N
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Figura 1. Fluxograma das etapas desenvolvidas na pesquisa.

4.1 MEIOS DE CULTURA

Para pré-inéculos foi utilizado o caldo Luria-Bertani (por litro - triptona 10g,
extrato de levedura 59 e NaCl 5g) e para manutencdao dos estoques de culturas
preservadas foi utilizado LB (Luria-Bertani) semisélido (Agar 0,75%) e BH (Bushnell-
Haas) (Difco) semisélido (Agar 0,75%) adicionados de petréleo 1,3%. Para obtencao
perfil de crescimento e cultura para extracao de proteinas, foi utilizado o caldo BH
(Difco) (por litro - MgSO,4 0,20g; CaCl, 0,02g; KH2.PO,4 1g; (NH4)2HPO4 1g; KNO3 1g;
e FeCl; 0,05g) adicionados de petréleo bruto, diesel e extrato de levedura. Todos os
meios foram autoclavados a 121°C por 15min a pressdao de 1,5 atm para

esterilizagao.
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4.1.1 Substratos para crescimento bacteriano: petroleo bruto e diesel

O petréleo bruto que foi utilizado em toda a analise foi gentilmente cedido pelo
grupo de pesquisa do Prof. Dr. José Odair Pereira. Este petréleo € proveniente da
provincia petrolifera de Urucu, sendo considerado um petroleo leve e de alta
qualidade, com 44° API. Ap6s analises por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrémetro de massa (CG-EM) feito com este petrdleo bruto, verificou-se que
este apresenta os seguintes componentes aromaticos: naftaleno/naf-D8, 2 e 1-
metilnaftalenos, bifenil, dimentilnaftalenos, trimetilnaftalenos, metilfluorenos,

fenantreno/fen-D10 e fluoranteno D10 (Araujo, 2014).

O Diesel foi obtido pela compra em um posto de gasolina da Petrobras,
localizado na cidade de Manaus. Segundo especificagcbes do produto, o diesel é
formado pela unido de fracoes de destilados de petréleo bruto (éleo diesel leve e
pesado, nafta, querosene e gaséleo leve de vacuo). Estas sdo misturas complexas
de petréleo, compostas primeiramente por hidrocarbonetos saturados (parafinicos e
nafténicos), ou aromaticos, com cadeia carbdnica composta de 9 a 30 atomos de
carbono (Petrobras, 2014).

4.2 AMOSTRA BACTERIANA

A bactéria A. junii SB132 foi isolada das folhas de Eichhornia crassipes(Mart.)
Solms, Pontederiaceae (numero de catalogacao INPA 259.239) (Figura 2), por meio
da capacidade de utilizar petréleo como Unica fonte de carbono (Figura 3) (Araujo,
2014). A identificacdo bacteriana foi realizada utilizando a morfologia do envelope
celular e o sequenciamento de parte da regido génica 16S, obtendo-se identidade
maxima de 99%, E-value de 0,0 e porcentagem de cobertura de 100% (Souza-Neto,
2013). Esta linhagem encontra-se preservada em glicerol 20% estéril a -80°C, LB-
soft (LB com agar 0,75%) e BH-soft com petroleo (BH, petréleo e agar 0,75%) em
temperatura ambiente. A preservacao foi precedida de um crescimento em petréleo

como Unica fonte de carbono.

Pela classificacdo do Minsitério da Saude (Souza et al., 2006) espécies do
género Acinetobacter sao agrupadas na classe de risco bioldgico 2. Esta classe
consiste de agentes biolégicos que possuem moderado risco individual e limitado

risco para a comunidade. Portanto, por procedimento padréo e pela classificacdo de
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riscodeste organismo, todas as condi¢des trabalhadas no laboratério foram mantidas
adequadas quanto aos cuidados no manuseio, esterilidade e descontaminacao dos

materiais utilizados.

Figura 2. Localizacdo de coleta de macrofita aquatica. E. crassipes foi coletada no Rio Negro, no
porto de Manaus (&rea mostrada pela seta vermelha). A partir da superficie de suas folhas, A. junii
SB132 foi isolada. A localizagdo global é S 3°8°50.30” e W 59°57°22,20”, com elevacido de 39m
(Araujo, 2014). A imagem foi obtida com o Google Earth 2014.

Figura 3. Atividade biodegradadora de A. junii SB132. Fotos tiradas ap6s 24h de cultivo em (A)
diesel 1,3%, (B) petréleo bruto 1,3% e (C) em extrato de levedura 1,3%. O crescimento bacteriano é
observado pela formacgéo de turvacao nos cultivos nas trés fontes de carbonos citadas( substrato A, B
e C). Foto: Souza-Neto.
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4.3 MORFOLOGIA DE COLONIAS E CELULAR

As células utilizadas para coloracédo foram crescidas em meio BH liquido e
sblido (a4gar 1,5%) acrescido de petréleo bruto 1,3%, diesel 1,3% e extrato de
levedura 1,3%, crescidas por 24h. ApGs este tempo, as colbnias foram visulizadas
para verificacdo do formato e tamanho. A coloragdo para visualizagcdo de capsula
consistiu em misturar em uma lamina uma colénia com 2uL de &agua destilada,
seguido de adicdo de 2uL de tinta da China. Em seguida, deslizou-se sobre a
mistura uma laminula e deixada para secar ao ar. Em seguida, as células foram
coradas com fuscina por 2 minutos. Para visualizacdo da morfologia celular, a
amostra bacteriana foi corada pelo método de coloracdo de Gram. A coloracao de
Gram consistiu em fixar uma col6nia por calor, seguido de coloracdo com fucsina por
1,5 minuto e lavagem com agua destilada. Todas as coloragbdes foram visualizadas

em microscopio 6ptico com aumento de 1000x.

4.4 ANALISE DA NATUREZA QUIMICA DO ENVELOPE BACTERIANO

Para verificacdo da natureza quimica do envelpe bacteriano, utilizou-se a
coloragdo com agente fluorescente e teste de viscosidade. Para coloracdo com
agente fluorescente, uma col6nia fixada por chama foi corada com laranja de
acridina 97% por 2 minutos, enxaguada com agua destilada, lavada com solucao de
alcool/acetona 1:1 por 10 segundos e corada com fluoresceina de sddio 0,002% por
2 minutos (Ciancaglinni e Sforza, 2002). As células coradas foram visualizadas em
microscopio optico com aumento de 1000x. Para o tesde de viscosidade, com auxilio
de um palito, colocou-se uma colénia em uma lamina e a adicionou-se uma gota de
KOH 3% sobre elas. Deixou-se descansar por 1 minuto. Em seguida, misturou-se

com um palito e verificou-se 0 aparecimento de viscosidade.

4.5 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

O teste de sensibilidade de A. junii a antibi6ticos foi realizado segundo as
Normas de Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana (Anonymous.
NCCLS, 2005), adequando-se algumas condicdes ao microrganismos-teste. De
uma placa de bactérias crescidas por no maximo 24h, foram retiradas algumas

colénias e ressuspendidas em solugédo salina 0,85% estéril. Mediu-se a densidade
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celular em espectrofotdbmetro 625nm e ajustou-se o volume da suspensao para 0,1
de absorbancia (equivalente a 0,5 McFarland). Mergulhou-se um palito com algo
algodao estéril nesta suspensdo de células por alguns instantes e retirou-se o
excesso pressionado na parede do tubo. Em seguida, inoculou-se-se em uma placa
(140mm de didmetro) contendo meio Mueller-Hinton sélido (70mL) por trés vezes,
girando a placa 60° a cada esfregaco. A placa foi deixada em repouso por 3 minutos
a fim de absorver o excesso de umidade. Em seguida, com auxilio de uma pinga, foi
colocado uma unidade de multidiscos de antibidticos (Laborclin) sobre o meio de
cultura, pressionando-o suavimente para assegurar contato completo. A placa foi
incubada a 30°C por 18 a 24h. Os halos foram medidos utilizando uma régua e
considerou-se halo de inibicao a area sem crescimento detectavel a olho nu. Os
didmetros dos halos foram interpretados como resistentes, resisténcia intermediaria

e sensiveis.

4.6 PERFIL PLASMIDIAL DE A. junii SB132

As bactérias foram inoculadas em placas contendo meio LB e incubadas a
28°C por 24h. Uma colbnia isolada foi inoculada em meio LB liquido e a cultura foi
incubada a 30°C com agitacdo a160 rpm, por 14h. A extragcdo do DNA plasmidial foi
realizada por lise alcalina e coluna de afinidade utlizando os kits QlIAprep Spin
Miniprep (Qiagen) e Large-Construct (Qiagen). O DNA plasmidial obtido a partir das
preparagodes foi analisado por eletroferese em gel de agarose 0,5% a 0,5 V/cm a 4°C
O marcador de massa molecular utlizado foi 1kb DNA Ladder (NEB) e a coloracéao
com brometo de etideo foi realizada com 12h de coloracdo e 24 de descoloracéo,
apos corrida do gel. O tampao utilizado foi o TAE (2,449 Tris-Base, acido acético
0,57mL, EDTA 0,5M pH 8,0 10mL para 500mL).

4.7 IDENTIFICACAO BACTERIANA POR ESPCTROMETRIA DE MASSA

Os in6culos foram preparados segundo o item 4.8.1 até atingir 24h de
crescimento nas trés condicdes de cultivo (petrdleo bruto 1,3%, diesel 1,3% e extrato
de levedura 1,3%), as células foram centrifugadas a 4000 rpm, a 4°C, por 15
minutos, para retirada de todo o meio de cultura e lavadas posteriormente com

salina 0,15M. As células foram ressuspendidas com 200uL de agua deionizada e foi
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transferido 100uL da ressuspensao para um microtubo de 1,5mL. Foi adicionado
900uL de etanol 100%, seguido por centrifugacao a 13000 rpm por 2 minutos. Apds
descarte do sobrenadante, as células foram deixadas para secar por alguns minutos
em capela de exaustdo. As células secas foram ressuspendidas, com auxilio de uma
ponteira, com 300uL de solugdo aquosa de acido férmico a 70%, seguido por adicao
de 300uL de acetonitrila e homogeneizado no vortice. As amostras foram
centrifugadas por 2 minutos a 13000 rpm. Do sobrenadante, foram aplicados em
seis pocos de placa de aco (especificacdo) para cada condicdo, 1uL de
sobrenadante em cada poco e deixado a temperatura ambiente até secar. Em
seguida, aplicou-se 1uL de matriz (10mg de CHCA, 500uL de acetonitrila, 100uL de
TFA 3% e 400uL de agua deionizada) em cada pogo com amostra e esperou-se
secar. As amostras foram analisadas no modo automatico no Microflex (Bruker). Os
resultados foram dados e escores sendo que valores entre 2300 a 3000 indicam alta
probabilidade de identificacdo da espécie, e 2000 a 2999 indicam provavel

identificagao da espécie.

4.8 PERFIL DE CRECIMENTO BACTERIANO
4.8.1 Preparo de pré-indculos e indculos

A partir de amostras bacterianas preservadas em BH semisélido acrescido de
petréleo, com auxilio de uma alga de platina estéril, uma alcada de massa celular foi
inoculada em 5mL meio LB caldo em tubos de ensaio com tampa rosqueavel (10mL)
e estes foram incubados por 16 a 24h, a 30°C, sob agitacdo de 140 rpm. Pra
preparo do indculo, foi retirado 1mL da cultura de pré-in6culo e medida a densidade
celular em espectrofotometro a 600nm de comprimento de onda. Novamente, 1mL
da cultura foi colocado em um microtubo de 1,5mL estérii e bem fechado,
centrifugado a 10.000 rpm por 4min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
foi ressuspenso em 1mL meio BH estéril e inoculado em 50mL de meio BH estéril de
modo a obter uma densidade celular de 0,01 a 600nm. Ao meio foram adicionadas
as fontes de carbono (petroleo 1,3%, diesel 1,3% e estrato de levedura 1,3%). Estes
inéculos foram incubados por 16 a 24h, a 30°C. Este procedimento foi executado
para todos os crescimentos de A. junii SB132.
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4.8.2 Perfil de crescimento de A. junii SB132

A densidade celular foi medida a cada 4h em culturas preparadas como
descrito no item 4.8.1. A quantidade de cultura utilizada para as medidas foi de 1mL,
fazendo diluicbes de 1/10 quando a densidade Optica atingiu o valor préximo de 1
para evitar erros de leitura. O experimento foi realizado utlizando-se de trés frascos
na qual se coletou os pontos de medida da densidade celular.

4.9 OBTENCAO DO EXTRATO PROTEICO

Extrato proteico foi obtido a partir de cultura bacteriana preparada como
descrito no iten 4.4.1. Células cultivadas por 24h foram centrifugadas a 4000 rpm, a
4°C, por 30min em tubos falcon de 50mL. O pellet das células foi lavado com 3mL
de tampéao Tris-HCI (50mM pH 7,5), centrifugado novamente a 4000 rpm, a 4°C, por
15min. Em seguida, 1mL de tampao de lise (7M ureia, 2M tioureia e 4% CHAPS,
50mM DTT) acrescido de 10% m relagdo a massa de células, 1% de solugédo tampéo
de anfdlitos (IPG) com faixa de pH 3-11 e 1TmM inibidor de serino e cisteino
proteases fenilmetilsulfonil frureto (PMSF), foram adicionados ao sedimento. As
células foram lisadas utlizando sonicador (Fisher 100 Sonic Dismembrator) com trés
pulsos de 30s e intervalos de 30s em banho de gelo na potencia 1. As amostras
foram incubadas no gelo por 1h e depois foram centrifugadas por 30min, a 12000
rpom, a 4°C. O sobrenadante foi distribuido em volumes de 100uL em microtubos de
1,5mL. Foi adicionado 5V de solucéo gelada de cloroférmio e metanol na proporcao
de 1:4, respectivamente. Em seguida, os tubos foram agitados em vértice por 30s,
centrifugados por 15min, a 12000 rpm, a 4°C e em seguida descartado o
sobrenadante. O sedimento foi ressuspenso com 1mL de metanol e centrifugado
novamente por 15min, a 12000 rpm, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
excesso de metanol retirado com papel toalha por capilaridade. O procedimento de
lavagem com metanol foi repetido mais duas vezes. O sedimento foi seco a
temperatura ambiente e estocado a -20°C. Para a quantificacdo de proteinas foi
utilizado o kit BCA (Protein Assay Reagent Pierce).
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4.10 ANALISE DAS PROTEINAS POR ELETROFORESE
4.10.1 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

Para analise da qualidade das proteinas extraidas a eletroforese
unidimensional foi realizada. Um tubo com pellet de massa quantificada foi
solubilizado em 100pL de tamp&o desnaturante (Tris-HCI 0,2M pH 6,8; 4% (v/v)
SDS; 4% (v/v) B-mercaptoetanol; 20% (v/v) glicerol; 0,1% (p/v) azul de bromofenol) e
colocados por 5min a 100°C em banho de agua. Apés este procedimento, 5, 10 e
15ug de proteinas de cada condicdo foram aplicados em pocos de gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 12%). Utilizou-se tampao Tris-Glicina 1x pH 8,3 (Tris
0,025M; Glicina 0,192M, SDS 0,1%), tensdo méaxima de 500V, corrente elétrica no
gel concentrador de 25mA e corrente elétrica no gel separador de 50mA por gel,
usando o sistema Hoefer SE 600 Ruby (AmershamBioscience). Em seguida as
proteinas foram fixadas no gel por 30min em solucéo fixadora (10% (v/v) de acido
acético; 40% (v/v) de metanol), seguido de coloragdo com azul de Comassie R-350
overnight e descorado com solucéo especifica (etanol 25% e acido acético 8%) e
agua deionizada. O gel foi digitalizado utilizando Lab Scam 5.0.

4.10.2 Eletroforese bidimensional (focalizacao isoelétrica e SDS-PAGE)

As amostras de proteinas foram dissolvida em solugéo de reidratacéo ( 1% de
anfélitos (tampéao IPG pH 3-11), ambos da GE Healthcare. Um volume que
correspondeu a 250ug de proteinas, foi aplicado a uma ImmobilineDryStrip de 13cm
(GE Healthcare, pH 3-11NL), reidratadas durante 10h e submetidas a focalizagéao
isoelétrica durante 12h em EttanIPGphor Il (AmershanBioscience) a 20°C com uma
tensao limite de 50mA/strip, com o0s seguintes passos: 1. 150V/2h; 2. 300V/2h; 3.
1.000V/4h (gradiente); 4. 8.000V/2h (gradiente); 5. 8.000V/2h. Apés focalizacao, as
strips foram equilibradas em solucao de equilibrio | (ureia 6M, SDS 2%, glicerol
29,3%, Tris-HCI 1,5M pH 8,8 e DTT 0,5%) e posteriormente alquiladas com solucéo
de equilibrio Il (ureia 6M, SDS 2%, glicerol 29,3%, Tris-HClI 1,5M pH 8,8 e
iodoacetamida 2,5%), submetidas em seguida a separacao pela massa molecular
por SDS-PAGE (gel de poliacrilamida 12%). A visualizagdo foi realizada como
descrito no item 4.10.1.Para as anadlises do perfil protebmico, os géis foram
previamente digitalizados utilizando LabScam 5.0, seguido de anélise no programa
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Image Master Platinum, versao 6.0 (GE Healthcare), com os valores de saliéncia e
smooth, igual a 100 e 2, respectivamente, realizando-se correcdes manuais. Foram
obtidos no minimo trés géis com 70% de similaridade dentro de cada condicdo. Para
cada condigao, gel com maior numero de spots foi considerado como gel referéncia.
Os géis referéncia de cada condicdo experimental foram comparados entre si
usando o programa Image Master Platinum, versao 6.0 (GE Healthcare), para

verificagdo da similaridade e expressao diferencial.

4.11 ANALISE DAS PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA
4.11.1 Preparo das amostras

Os spots (pontos protéicos) selecionados foram categorizados em trés
grupos, de acordo com a fonte de carbono utilizada: especificos para petréleo bruto,
detectados simultaneamente em petréleo bruto e diesel, e comuns as trés condi¢cdes
de cultivo. Os spots selecionados foram retirados manualmente do gel, utilizando
ponteiras novas estéreis tipo P1000 e colocadas em microtubos de 1,5mL. Aos
tubos contendo os géis/spots foram adicionados 500uL de solugdo descorante (50%
(v/v) de metanol; 2,5% (v/v) de acido acético) seguido de incubacdo por 2h a
temperatura ambiente. Descartou-se o descorante e repetiu-se o processo mais uma
vez até a completa descoloracdo dos géis/spots. Em seguida, foram submetidos a
duas etapas de desidratagcdo com 200uL de acetonitrila 100% por 5 minutos cada.
Em cada etapa, acetonitrila foi descartada e os tubos foram deixados a temperatura
ambiente para evaporacao da acetonitrila restante (3 a 5min). Os géis/spots foram
reduzidos com 30uL de solucdo contendo DTT (ditiotreitol1OmM; bicarbonato de
aménio 100mM) por 30min. A solucado de DTT foi entdo removida e as amostras
foram alquiladas com 30uL de solugdo contendo IAA (iodoacetamida50mM;
bicarbonato de amoénio 100mM) por 30min em camara escura a temperatura
ambiente. Apds a remocao da solucdo de IAA as amostras foram lavadas com
100pL de bicarbonato de aménio 100mM e incubadas por 10min. Essa solugao foi
entdo descartada e o gel foi desidratado com 200uL de acetonitrila 100% durante
5min e entdo reidratado com 200uL de bicarbonato de aménio 100mM por 10min.
Duas desidratacées com acetonitrila 100% foram novamente realizadas conforme
descrito anteriormente e ao final as amostras foram mantidas a temperatura

ambiente para evaporacao da acetonitrila residual.
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4.11.2 Obtencao dos fragmentos tripticos

Para a digestdao proteolitica in gel, os spots selecionados foram reidratados
em 20uL de solugéo de tripsina (Promega) (20ng/uL) em tampao contendo 50mM de
bicarbonato de aménio), em banho de gelo por 30min. Apds este tempo, 0 excesso
da solucao de tripsina foi descartado e adicionado 20uL de bicarbonato de ambnio
50mM. As amostras foram incubadas a 37° C por 16 horas. Para a extracdo dos
peptideos do gel foi adicionado 20uL de solugdo de extragédo | (acido férmico 5%) e
mantido por 5min a temperatura ambiente. Todo o volume foi recuperado para um
novo tubo e ao gel foi adicionado 15uL de solugdo de extracao Il (4cido férmico 5%;
acetonitrila 50%) e incubado por 10min a temperatura ambiente. Novamente foi
recuperado todo o volume e adicionado mais uma vez solucao de extracao Il (acido
férmico 5%; acetonitrila 50%) e incubado por 10min a temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras foram liofilizadas e armazenadas a -20°C até sua aplicagdo no

espectrémetro de massa.

4.11.3 Obtencao dos espectros de massa

A analise por espectrometria de massa (MS) foi feita em espectrémetro
Ultraflex 1l MALDI TOF/TOF (Bruker Daltonics) e no espectrémetro MALDI-TOF-
TOF Autoflexspectrometer (Bruker Daltonics) no Centro de Biotecnologia da
Amazénia — CBA. As amostras foram ressuspendidas em agua deionizada e
misturadas com matriz a-ciano-4-hidroxicinamico (10mg de CHCA, 500uL de
acetonitrila, 100uL de TFA 3% e 400uL de agua deionizada) na propor¢ao de 1:3,
1:2 ou 1:1. As amostras foram aplicadas em triplicata na placa de MALDI (Bruker
Daltonics) e deixadas para cristalizar em temperatura ambiente. A calibragdo externa
foi feita utilizando padrdes de peptideos de massa conhecida de 1000-3200 Da
(Bruker Daltonics): angiotensina I, angiotensina |, substancia P, bombesina, ACTH
clip 1-17, ACTH clip 18-39, somatostatina 28).

4.11.4 Identificacao das proteinas

Os espectros de massa MS foram analisados para identificacdo da proteina
baseado na impressao digital de massa de peptideo (Peptide Mass Fingerprint -

PMF). Primeiramente, utilizou-se o programa PeakErazor (GPMAW) para retirada
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dos contaminantes da lista de picos gerada no programa FlexAnalysis v3.3 (Bruker
Daltonics). Em seguida, a nova lista de picos foi analisada no programa Mascot
ferramenta PMF (Matrix Science - 2014) para comparacao no banco de dados. Os
paramentros selecionados na pesquisa do Mascot PFM foram: NCBInr como banco
de dados, enzima tripsina, 1 missed cleavages, outras proteobractérias como
taxonomia, carbamidometilagdo da cisteina como modificagdes fixas, oxidacdo da
metionina como modificagbes variaveis, valor de massa MH*(monocarregado) e
Peptidetol.= 1,2 Da (Mascot - disponivel no site
http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF).



52

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando os estudos ambientais se associam aos estudos moleculares, como a
protedmica, é possivel gerar informacdes acerca de quais proteinas estdo
envolvidas na degradacdo de poluentes, como 0s xenobidticos presentes no
petréleo e derivados. Os dados obtidos nesta pesquisa revelam alguns possiveis
processos celulares desempenhados pela A. junii SB132 quando cultivada em
petréleo bruto, diesel e extrato de levedura.

A bactéria A. junii SB132 foi analisada quanto a sua morfologia celular, perfil
de resisténcia a antimicrobianos e perfil plasmidial. A confirmacéo de sua taxonomia
foi realizada, visto que é um dado importante para estudo de qualquer organismo,
em especial agueles que sao visados em uma aplicacao biotecnolégica como, por
exemplo, agente biorremediador, bem como a utilizagcdo de suas informagdes
genéticas. Neste trabalho, o perfil protedbmico de A. junii SB132 foi obtido com a
identificagdo de proteinas envolvidas em processos de manutengdo celular,
degradacao de petroleo e diesel.

5.1 MORFOLOGIA DE COLONIAS E CELULAR

Os dados referentes a visuluzacdo da morfologia e tamanho de colbnias
(Figura 4), coloracao de capsula (Figura 5) e coloracéo simples de Gram (Figura 6)
foram obtidos segundo os procedimentos descritos no ltem 4.3.

Figura 4. Crescimento em meio soélido. A bactéria foi cultivada por 24h a 30°C, em meio sélido BH

acrescido de petroleo bruto (A), diesel (B) e extrato de levedura (C), como Unicas fontes de carbono e

energia.
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Como mostrado na Figura 4, foi observado que na condicdo de cultivo em
extrato de levedura a bactéria apresentou colénias com tamanhos maiores em
relacdo as observadas nas condicoes de petroleo bruto e diesel. Estes dados podem
estar relacionados com a taxa de crescimento da bactéria. Como sera descrito mais
adiante, a taxa de crescimento em petréleo bruto e diesel € menor que em extrato de

levedura.

Figura 5. Coloracao de capsula. A coloracao foi realizada em células de coldnias de A. junii SB132
com 24h. As fotos foram tiradas com aumento de 1000x em microscépio optico. (A), células crescidas
em petréleo bruto. (B), células crescidas em diesel. (C), células crescidas em extrato levedura. Na
extremidade superior direita das imagens é mostrando aumento manual para melhor visualizacdo da

capsula.

A Figura 5 mostra que nas trés condicoes de cultivo (petréleo bruto, diesel e
extrato de levedura), a bactéria apresentou capsula. A presenca de capsula nas
bactérias de género Acinetobacter tem disso reportada (Stratton, 1983). A capsula é
descrita como um fator de viruléncia e que pode permitir que 0s microrganismos que
a possuem escapem dos mecanismos de defesa do hospedeiro. No entanto, a
capsula permite que as bactérias se fixem sobre superficies no seu ambiente
natural, podendo usa-la como fonte de nutricdo, degradando-a quando os nutrientes
estdo em baixos niveis, também fornecem protecdo contra desidratacao e evitam

que nutrientes se movimentem fora da célula (Totora et al., 2005).

Algumas proteinas podem estar associadas a capsula para formarem
complexos com atividade emulsificante. A produgcdo de biossurfactantes € visto

COmo um mecanismo que permite que perrmitem a absorcao de substratos utilizados
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como fonte de carbono e energia, tornando-os mais disponiveis, ou mais sollveis e

evitando contato direto com o envelope celular.

A capsula é importante para a efetiva colonizacao, aderéncia e prevencao a
dessecacdo das células que o possuem. E descrito que Acinetobacter ADP1 tem
uma mini capsula e libera aproximadamente 50% do polissacarideo no meio. Este
exopolissacarideo forma um complexo com proteinas e tem atividade emulsificante.
Esta caracteristica fornece uma vantagem nutricional porque promove a absor¢ao de
compostos hidrofdbicos (Barbe et al., 2004). Outro microrganismo com caracteristica
similar € a A. calcoaceticus. Esta bactéria produz uma grande capsula de
polissacarideo e que faz complexo com uma proteina. Este complexo se torna um
efetivo agente emulsificante de alta massa molecular, proveniente desta associacao
(Abdel-El-Haleem, 2003).

Portanto, é possivel que A. junii SB132 tenha sua atividade biodegradadora
potencializada pela presenca de capsula, dado o papel que esta estrutura possui
naturalmente. Mesmo que a capsula esteja presente nas células cultivadas nas trés
condicOes (petréleo bruto, diesel e extrato de levedura), ndo é possivel afirmar que
h& inducédo pelo substrato para a sua formacgéo, pois todas as condicdes fisicas e
quimicas nas quais as células estao expostas nao foram testadas. Alpém disso, séo
necessarios mais estudos para se verificar a localizagdo dos genes que promovem a

sintese da capsula.
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Figura 6. Coloracao de Gram. A coloragdo foi realizada em células de colbnias de A. junii SB132
com 24h de cultivo em trés condicbes. As imagens foram obtidas a partir de microscopia Optica

(1000x). (A), células crescidas em petréleo bruto. (B), células crescidas em diesel. (C), células
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crescidas em extrato levedura. Na extremidade superior direita das imagens é mostrado aumento

manual para vizualizagdo da morfologia e arranjo.

Os resultados da Figura 4, 5 e 6 foram necessérios a fim de confirmar os
dados taxondémicos, bem como verificar mudancas no formato das colénias, das
células e do arranjo quando cultivadas em diferentes fontes de carbono,

principalmente no cultivo em compostos xenobioticos.

De acordo com os resultados mostrados na Figura 6, A. junii SB132
apresentou a mesma morfologia celular nas trés condigdes de cultivo (petréleo bruto,
diesel e extrato de levedura). A bactéria possui majoritariamente formato de
cocobacilo e arranjo majoritario de diplococobacilo. Contudo, células individualizadas

também foram observadas.

Em um estudo para verificacdo da morfologia em diferentes condicbes de
cultivo, Jean et al. (2008), verificaram que Pseudomonas spp. apresentou mudancgas
na morfologia sob influéncia de condicdes ambientais como temperatura, niveis de
nutrientes e tempo de biodegradacdo de BTEX. Essas bactérias apresentaram
arranjos filamentosos, aglomerados de pequenos bastonetes esféricos e bastonetes
ndo agrupados. Estes dados da literatura mostram que quando as condi¢gdes no
ambiente de biodegradacdo mudam, pode haver alteracbes na morfologia do
microrganismo para garantir melhor utilizagdo das fontes de energia no seu

ambiente.

5.2 ANALISE DA NATUREZA QUIMICA DO ENVELOPE BACTERIANO

Os dados referentes a verificacdo da natureza do envelope bacteriano (Figura
7) foram obtidos segundo os procedimentos descritos no ltem 4.4.
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Figura 7. Teste de viscosidade e coloracdo com agente fluorescente. O teste de viscosidade e
coloragdo com agente fluorescente (aumento de 200x) foram realizadas em células de colénias de A.
junii SB132 com 24h de cultivo em meio minimo com petréleo. (A), viscosidade observada pela
liberacao do contetddo de DNA. (B), células com coloragédo verde indicando que a bactéria é Gram-
negativa.

Os resultados mostrados na Figura 7 indicam que a bactéria € Gram-negativa
e reforcam os dados moleculares (Souza-Neto, 2013) e espectrometria de massa
que identificaram a espécie bacteriana, possuindo a membrana externa como
diferenga primaria das bactérias Gram-postivas. O teste de viscosidade (Figura 7 A)
€ baseado na liberacdo do conteldo de DNA (conteludo viscoso) pelas bactérias
Gram-negativas apos exposicdo ao hidréxido de potassio. Bactérias Gram-positivas
nao liberam o conteddo do DNA por possuirem a parede celular mais expressa e
ausencia de membrana externa. A coloragéo por fluorescéncia (Figura 7 B) também
confirma a natureza do envelope celular. Bactérias coradas e Gram-negativas
apresentam a fluorescéncia de cor verde, enquanto as que sao coradas e Gram-

positivas apresentam fluorescéncia de cor amarela.

5.3 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

O perfil de sensibilidade de A. junii SB132 foi obtido segundo o item 4.5. A
Figura 8 mostra os halos de inibicao de crescimento bacteriano quando os discos de
antibiéticos foram postos sobre o meio de cultura com células inoculadadas e

crescidas por 24h.
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Figura 8. Halos de inibicao de crescimento de A. junii SB132 frente a antibiéticos. A bactéria foi
submetida ao teste de sensibilidade utilizando multidiscos de antibiéticos: CIP 5 (ciprofloxacina 5ug),
GEN 10 (gentamincina 10ug), AMI 30 (amicacina 30ug), SUT 25 (sulfametoxazol-trimetoprim 25ug),
CFO 30 (cefoxitina 30ug), CPM 30 (cefepime 30ug), CAZ 30 (ceftazidima 30ug), MER 10
(meropenem 10ug), AMP 10 (ampicilina 10pg), CLF 30 (cefalotina 30ug), CRX 30 (cefuroxima 30ug)
e AMC 30 (amoxicilina-clavulanato 30ug). Os halos foram medidos com 24h de crescimento a 30°C.

Como observado na Figura 8, nos halos de inibicdo ndao se observou
crescimento de colénias dentro dos halos. Os halos formados a partir dos discos de
AMC, AMP, SUT, GEN e AMI ndo apresentaram as bordas com crescimento celular
discreto, enquanto que nos halos dos discos restantes houve crescimento celular
discreto nas bordas. Esses crescimentos discretos nas margens das colbénias foram
observados, mas foram ignorados, seguindo orientacdo de norma da NCCLS (2005).
Os valores de tamanhos de halos, bem como a classificacdo da sensibilidade estao
dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1. Teste de sensibilidade a antimicrobianos. Os valores dos halos foram obtidos com 24h
de crescimento de A. junii SB132 a 30°C. Multidiscos de antibioticos especificos para testes de
bactéria Gram-negativa foram utilizados. Os parametros para estabelecimento do resultado (sensivel,
resisténcia intermediaria e resistente) foram obtidos da Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)/NCCLS (2005).

Tamanho do halo L Concentragio . Halo obtido Parémetros para resultados
Antimicrobianos . Sigla Resultado n — -
(mm) (ng/disco) (mm) Resistente  Intermediario Sensivel
34 meropenem 10 MER 34 S <14 214 <15 216
30 ciprofloxacina 5 CIP 30 S <15 216 <20 221
26 sulfametoxazol- 25 suT 26 s <10 >11<15 >16
trimetoprim
26 amicacina 30 AMI 26 S <14 215<16 =17
25 cefepime 30 CPM 25 S <14 215<17 218
24 cefoxitina 30 CFO 24 S <14 21517 218
24 cefuroxima 30 CRX 24 S <14 215<17 =18
22 amoxicilina- 30 AMC 22 s <13 21417 =18
clavulanato
20 gentamincina 10 GEN 20 S <12 213 <14 215
19 ampicilina 10 AMP 19 S <13 214 <16 217
19 ceftazidima 30 CAZ 19 S <14 21517 =18
13 cefalotina 30 CFL 13 R <14 215<17 218

Na Tabela 1 e Figura 8 pode-se observar que a A. junii SB132 apresentou
sensibilidade para a maioria dos antimicrobianos testados e resisténcia apenas a um
antibiotico: cefalotina 30ug (13mm). Dentre os antibidticos na qual a bactéria foi
sensivel, o mais efetivo foi meropenem 10ug, enquanto que os antibiéticos menos
efetivos foram ampicilina 10ug (19mm) e ceftadizima 30ug (19mm). Os antibi6ticos
restantes apresentaram efeito que variaram de 20 a 30 mm no tamanho dos halos,

sendo, portanto, a bactéria sensivel a tais antimicrobianos.

Mesmo que a avaliagdo do perfil de resisténcia a antimicrobianos seja feita
com amostras ambientais, € dada maior importancia ao perfil de resisténcia aos
antimicrobianos para as cepas isoladas de amostras clinicas, ou hospitalares. No
Brasil, por exemplo, 3.728 cepas isoladas de infec¢cdes hospitalares (1997 a 1999)
foram testadas contra uma variedade de antibiéticos. Os resultados revelaram que
10% apresentaram resisténcia a carbapenens, 35% a tetraciclina, 44% a
tombramicina e 50% a gentamicina. Cefalosporinas, de terceira e quarta geragao, e

quinolonas foram ativas contra menos de 40% das cepas (Oliveira, 2007).
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Em um estudo feito por Gales et al., (2011), antibidticos foram testados contra
4.686 cepas do género Acinetobacter isoladas de sitios de infecgdes hospitalares.
Os resultados mostraram que mais que 50% das bactérias foram resistentes a
maioria dos antibibticos testados, sendo que apenas para os antibioticos polimixina
B e colistina a minoria foi resistente (aproximadamente 0,9%).

Nos estudos realizados por Pontes et al., (2006), cepas isoladas de sitios de
infeccao hospitalar foram mais resistentes a B-lactamicos e aminoglicosideos, e mais
sensiveis as quinolonas e imipenem. Ja no estudo feito por Sa e Hinrichsen (2009),
0s antimicrobianos que apresentaram maior eficacia sobre bactérias hospitalares do
género Acinetobacter foram gentamicina e ciprofloxacino. Para os restantes dos

antibiéticos as bactérias apresentaram resisténcia média e alta.

Dados do genoma serdo necessarios para se verificar a existéncia de genes
que estdo relacionados a resisténcia a antimicrobianos, aos fatores de viruléncia, ou
que gere um fenotipo que propicie o recebimento de DNA méveis e a invasao e
permanéncia em um potencial hospedeiro. Além disso, € bom ficar claro que os
dados de susceptibilidade a determinado antimicrobiano variam muito de
microrganismo para microrganismo, bem como de ambiente para ambiente. Assim,
espera-se que bactérias de ambientes hospitalares apresentem um perfil de
sensibilidade e resisténcia a antimicrobianos diferente das bactérias ambientais.

5.4 PERFIL PLASMIDIAL DE A. junii SB132

O perfil plasmdial de A. junii SB132 obtido por lise alcalina e purificado por
cromatografia de afinidade foi analisado em gel de agarose 0,5% em tampéao TAE de

acordo com o item 4.6. No gel foram observados 9 bandas (Figura 9).
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Figura 9. Perfil plasmidial de A. junii SB132. Os plasmideos foram extraidos por lise alcalina e
purificagdo em coluna cromatografica de afinidade usando os kits QlAprep Spin Miniprep (Qiagen) (1
e 2) e Large-Construct (Qiagen) (3). O perfil plasmidial foi obtido por eletroforese de agarose 0,5%,
tensdo de 0,5V/cm e temperatura de 4°C. Foram aplicados nos pogos (1,2e  3) dos géis 30uL de
amostra de plasmideos extraidos. Marcadores de massa molecular foram 1 kb ladder (New England
Biolabs - UK) NEB (M) e plasmideos superenovelados (E)de E. coli ETEC H10407 (massas indicadas
pela setas pretas). Pode-se identificar 9 banda (setas vermelhas) no gel que indicam a presenga de

plasmideos. A faixa de tamanho dos palsmideos foi de 94kb a 5kb.

Nao é possivel afirmar com precisdao quantos plasmideos diferentes em
sequéncia. Isso porque um mesmo plasmideo pode se encontrar em diferentes
estados topoldgicos, do mais compactado ao menos compactado, podendo estar
também relaxado e linearizado (por quebra meénica durante a preparacao). Desta
forma, faz-se necessario que os plasmideos sejam isolados e sequenciados para
verificacao de quais genes comportam.
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Os plasmideos expressam fenotipos acessorios em seus hospedeiros que
conferem uma vantagem adaptativa a uma condicdo atipica, como por exemplo,
atribuicao de viruléncia, resisténcia a antimicrobianos e metais pesados, habilidade
em catabolizar xenobibticos e outras fontes complexas, entre outros. No entanto, em
muitas sutiagdes, transportar um plasmideos s6 é benéfico se as condigcdes
ambientais sdo adequadas para que haja sele¢ao positiva do plasmideo que confere
um dado fenétipo (Slater et al., 2008). Porém, existem perfils plasmidiais complexos
que sao estaveis e que nao precisa de seleccao ambiental. Por isso, em um
ambiente contaminado com poluentes, dentre as relagcdes que 0s microrganismos
apresentam, a transferéncia horizontal € uma das mais intrigantes (Barberio e Fani,
1998).

Vias catabolicas envolvidas com a degradacdo de diferentes compostos
poluentes normalmente sado codificadas por genes presentes em plasmideos,
embora estes possam estar localizados também no genoma cromossomal (Coral e
Karagdz, 2005). Levando -se em conderacao alguns estudos, pode confirmar que
plasmideos podem estar envolvidos nesta atividade é a perda da capacidade
biodegradadora do poluente em repiques sucessivos em meios ndo seletivos, em

bactéria citadas na literatura (Mirdamadian et al., 2010).

No estudo de Mirdamadian et al. (2010) e Coral e Karagbz (2005), bactérias
curadas e nao curadas do género Pseudomonas, Rhodococcus, Bacillus e
Micrococcus curadas foram testadas quanto sua capacidade em degradar substratos
poluentes preferenciais. Nas bactérias curadas, estas perderam a capacidade em
degradar seus substratos juntamente com a perda de plasmideos no seu perfil. Além
do mais, houve delecao de plasmideos, visualizada na mudanca de deslocamento
do plasmideos na eletroforese.

A confirmagdo de que os genes plasmidiais também estdo envolvidos na
biodegradacao de petroleo e diesel por A. junii SB132 devera ser realizada. No
entanto, é descrito na literatura que genes de biodegradacao em Acinetobacter spp.
estao distribuidos tanto em plasmideos como no genoma cromossomal (organizados

em operons ou distribuidos no cromossomo) (Decorosi et al., 2006).

Estudos envolvendo a caracterizagdo de plasmideos em Acinetobacter spp.
mostram que estes plasmideos comportam genes de interesse. A. venetianus VE-

CE tem a capacidade de crescer em diesel como sua unica fonte de carbono e
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energia. Estudos usando PCR, marcadores e Southern blot revelaram que 0s genes
para degradacdo de alcanos, como 0s que codificam para alcano hidroxilase e
rubredoxina, estdo localizados nos cromossomos e nos plasmideos (Decorosi et al.,
2006). Os plasmideos pAV1 e pAV2 hospedados por esta bactéria foram
sequenciados e proteinas putativas para aldeido desidrogenase e um gene

semelhante a alkL foram identificados (Mengoni et al., 2007).

5.5 IDENTIFICACAO BACTERIANA POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

A confirmacdo da identificacdo bacteriana foi realizada por espctrometria de

massa (Bruker Daltonics) como descrito no item 4.7. (Tabela 2).

Tabela 2. Confirmacao taxonémica de A. junii SB132 por biotyper. A bactéria foi cultivada em
petréleo bruto 1,3%, diesel 1,3% e extrato de levedura 1,3% com crescimento de no maximo 24h. A
identificagdo foi realizada em espectrometro de massa Microflex (Bruker) em modo automatico, com
faixa de aquisicdo de 2.000 a 20.000 Da.

Organismo Organismo Score Condigao de cultivo
(melhor combinagao) Score (segunda melhor combinacao) Valor (substrato de crescimento)

Acinetobacter junii 2,349 Acinetobacter junii 2,334 petréleo bruto
Acinetobacter junii 2,315 Acinetobacter junii 2,275 petréleo bruto
Acinetobacter junii 2,198 Acinetobacter junii 2,163 petréleo bruto
Acinetobacter junii 2,318 Acinetobacter junii 2,27 diesel
Acinetobacter junii 2,306 Acinetobacter junii 2,26 diesel
Acinetobacter junii 2,154 Acinetobacter junii 2,139 diesel
Acinetobacter junii 2,366 Acinetobacter junii 2,238 extrato de levedura
Acinetobacter junii 2,391 Acinetobacter junii 2,291 extrato de levedura
Acinetobacter junii 2,193 Acinetobacter junii 2,16 extrato de levedura

Na Tabela 2, os escores entre 2,300 a 3,000 indicam alta confiabilidade na
identificagao da espécie. Os escores entre 2,000 a 2,999 indicam boa confiabilidade
na identificacdo da espécie. Os de escores entre 1,700 a 1,999 indicam boa
confiabilidade na identificacdo do género. Os escores de 0,000 a 1,699 indicam que

a identificacao nao é confiavel.
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Os resultados mostrados na Tabela 2 confirmam os dados de morfologia e os
dados do sequenciamento de parte do gene rRNA 16S. Os dados morfolégicos
indicaram que esta bactéria era Gram-negativa e formato cocobacilar, com arranjo
diplococobacilo. Os dados moleculares apresentaram identidade maxima de 99%, E-
value de 0,0 e porcentagem de cobertura de 100% (Souza-Neto, 2013). Desta
forma, é seguro afirmar que esta bactéria € a A. junii.

E observado que o crescimento celular em diferentes meios de cultivo
(petréleo bruto, diesel e extrato de levedura) nao influenciou nos resultados de
identificacdo bacteriana. Esta reprodutibilidade da metodologia em diferente
condicbes de cultivo é devido a medida de proteinas expressas constantemente,
como as proteinas ribossomais, que gera distribuicdo padronizada de picos,
principalmente na faixa de 4.000 a 12.000 Da (BrukerDaltonics, 2005). Assim, as
diferencas nas sequencias de aminoacidos das proteinas ribossomais geram uma

impressao digital que diferencia cada espécie de microrganismo (Figura 10).
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Figura 10. Espectro de proteinas ribossomais de A. junii SB132. O espectro mostra os picos de
proteinas no espectro MS de MALDI obtidos no modo automatico do espectrometro Microflex
(Bruker). A identificacao foi feita comparando o espectro obtido com o espectro disponivel no banco
de dados. As amostras foram analisadas com diversas réplicas e provenientes de trés condigdes de
cultivo (petréleo bruto, diesel e extrato de levedura). O eixo X apresenta a razdo m/z e 0 eixo y, a

intensidade dos picos.
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A confirmagdo da identidade taxon6mica da bactéria € importante
principalmente para sua definicAdo como alvo nos estudos de biorremediagéo.
Microrganismo ambientais sdo os mais aptos a realizarem atividades como a
degradacao de poluentes, pois muitos deles ja metabolizam naturalmente moléculas
analogos, ou adquirem esta capacidade em funcao de longas exposi¢des (Silva e
Fay, 2004).

Porém, dados da identificacdo ndo sao Unicas requeridas para a utilizacao do
organismo in situ do organismo, como em um experimento de degradacdo. Dados
do genoma sdo necessarios, a fim de revelar genes envolvidos com a
biodegradacdo, bem como genes relacionados a patogenicidade, para fins de
comprovacao de que seu uso em processos de biorremediacdo ambiental néo

acarreta riscos. Além disso, testes in vivo sao muito Uteis.

5.6 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

A curva de crescimento microbiano de A. junii SB132 foi obtido para as trés

condigdes de cultivo de acordo com o método descrito no item 4.8.2. (Figura 11).
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Figura 11. Curva de crescimento bacteriano. A bactéria foi cultivada em extrato de levedura 1,3%
(), petréleo bruto 1,3% (A) e diesel 1,3% (@) em ftriplicata. As absorbancias (A= 600nm) expressas
em escala logaritima (eixo Y) foram obtidas em intervalos de 4h (eixo X) para todas as condi¢des. As
células oara extracdo de proteinas foram coletadas com 24h de crescimento em todas as condicdes

(indicado pela seta).
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No perfil de crescimento da Figura 11 o tempo total de medida para todas as
condigdes de cultivo foi de 48h. Para a condi¢do de diesel as medidas entre 36h as
48h nao foram obtidas. No entanto, a auséncia desses valores nao prejudica os
resultados. Além do mais, mesmo se considerar para todas as condicoes até 48h de

crescimento, ainda assim é satisfatorio.

O ponto estabelecido para extracdo de proteinas foi de 24h em todas as
condi¢des de cultivo (indicado por seta vermelha). As densidades celulares obtidas
neste ponto foram 0,93, 2,55 e 2,43, para cultivos realizados em petréleo bruto,
diesel e extrato de levedura, respectivamente. De acordo com os perfis de
crescimentos obtidos para cada fonte de carbono, a A. junii SB132 apresentou
melhor crescimento em extrato de levedura, quando comparada aos outros
substratos (petrdleo bruto e diesel). Com relacdo aos xenobidticos, a bactéria teve

melhor crescimento em diesel.

E provavel que nos tempos iniciais da curva de crescimento haja a indugéo de
expressao de diferentes proteinas. Isso acontece em fungéo das diferentes fontes de
carbono que ativam outros fatores sigmas, que nao a sigma 70, e grupos de genes
diferentes sdo expressos. Por exemplo, em P. alcaligenes, genes envolvidos no
catabolismo de compostos poluentes sdo dependentes de promotores que estdo sob
o controle do fator sigma 54. As vias de degradacdo de compostos aromaticos
(gentisato 1,2 dioxigenase), enzimas do ciclo do acido citrico, enzimas do
metabolismo do piruvato e glineogénese, sdo reguladas pelo fator sigma 54 (Zhao et
al., 2005; Ramos e Marques, 1997).

Além da inducao de outros fatores sigmas nos tempos iniciais de crescimento,
ha também expressao de diferentes niveis de proteinas da mesma via metabdlica,
bem como regulagdo por diferentes fatores. Como exemplo, em Burkholderia
xenovorans que utiliza trés vias comuns no metabolismo de benzoato e uma via
comum no metabolismo de benzoato e bifenil. A expressdo de cada via para
degradacdo de benzoato nesta bactéria depende do substrato e da fase de
crescimento. Se a bactéria é cultivada em benzoato e bifenil e proteinas sao
expressas de certos pontos correspondentes as duas condi¢cbes, o conteudo de
proteinas da mesma via nas duas condicbes de cultivo sera igual, mas serao

diferentes quanto a quantidade e o modo de regulacéo (Denef et al., 2005).
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E provavel que diferentes enzimas sejam produzidas em diferentes pontos na
fase de crescimento em funcdo da composicdo dos substratos utilizados neste
trabalho. Dessa forma, o petréleo e diesel, em suas composicoes, possuem
moléculas menores e mais sollveis que podem ser substratos preferenciais para a
bactéria, a compostos maiores € menos solluveis que perduram mais tempo no meio
de cultura (Silva e Fay, 2004). O mesmo acontece para extrato de levedura, visto
que este € um autolisado desidratado de leveduras, tendo fonte de nitrogénio e
vitaminas, especialmente as do complexo B (Kasvi, 2013).

O petroleo e diesel apresentam compostos mais pesados, dificeis de serem
quebrados e utilizados como fonte de carbono, como os HPA. Seria necessario mais
tempo, em uma cultura, para que a bactéria pudesse utilizar tais compostos, caso
possua esta capacidade. Quanto mais complexo o hidrocarboneto, mais sitios para
ataque enzimaticos este possui, requerendo que a bactéria possua diversas vias

complexas, com diversas enzimas.

5.7 OBTENCAO DO EXTRATO PROTEICO

As células foram coletadas com 24h de crescimento bacteriano nas trés
condicdes de cultivo (seta na Figura 11). Quando comparados os rendimentos de
proteinas extraidas, observa-se uma relacdo de causalidade entre quantidade de

proteinas e densidade celular (Tabela 3).

Tabela 3. Rendimento de proteinas. A bactéria A. junii SB132 foi cultivada em extrato de levedura,
petréleo bruto e diesel. As proteinas foram extraidas de células com crescimento de 24h a 30°C. A
quantificacdo de proteinas foi realizada usando Kit BCA Protein Assay Reagent Pierce.

Condicao de cultivo Proteinas totais

(mg/L)
Petréleo 1,3% 18,7
Diesel 1,3% 27,2

Extrato de levedura 1,3% 38
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Pode-se afirmar que a quantidade de proteinas é diretamente proporcional a
densidade celular. Para cada condicao de crescimento no ponto de 24h, os valores
de abs a 600 nm foram 0,93 para petréleo bruto, 2,55 para diesel e 2,43 para extrato
de levedura. Assim, obteve-se melhor rendimento de proteinas na condicdo de
extrato de levedura com 38mg/L, seguido pela condicao de diesel com 27,2mg/L e
petréleo bruto com 18,7mg/L. Estes resultados corroboram que A. junni SB132 tem
preferéncia em utilizar extrato de levedura como fonte de carbono, sendo este dado
esperado. No entanto, quando comparados os dois substratos de interesse (petrdleo
bruto e diesel), A. junii SB132 teve preferéncia em utilizar diesel.

5.8 ANALISE DAS PROTEINAS POR ELETROFORESE
5.8.1 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

O perfil protéico de A.junii cultivada em petroleo, diesel e extrato de levedura

foi avaliado por eletroforese unidimensional (Figura 12).
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Figura 12. Perfil protéico de A. junii SB132 em SDS-PAGE. As proteinas foram extraidas com 24h
de crescimento em (E) extrato de levedura 1,3%, (P) petréleo bruto 1,3% e (D) diesel 1,3%. Avaliou-
se 5, 10 e 15ug de proteinas de cada condicdo. O sistema de eletroforese usado foi o Hoefer SE 600

Ruby (Amersham Bioscience). O gel foi corado com Azul de Comassie R-350 em overnight.
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Pode-se visualizar na Figura 12 que para as trés condi¢cdes de cultivo (extrato
de levedura, petréleo bruto e diesel) os extratos protéicos se encontram integros e
livres de interferentes, uma vez que é possivel a visualizacdo de bandas nitidas, ao
invés de arrastes. Outro aspecto importante e a diversidade de proteinas presentes,
sendo que nas trés condi¢des, as proteinas de maior massa sdao mais abundantes.
Mesmo sem a presenca de um padrdao de massa molecular, pela concentracdo do
gel de poliacrilamida (12%), pode-se inferir a que a massa molecular das proteinas
visualizadas varia entre 15 e 150 kDa.

A avaliagdo prévia, por eletroforese unidimensional, das proteinas extraidas é
importante para averiguar a qualidade da extracdo, bem como sua quantificacao.
Caso todos os parametros estejam dentro das conformidades, o préximo passo é
avaliar a expressao de proteinas por eletroforese bidimensional.

5.8.2 Eletroforese bidimensional (focalizacao isoelétrica e SDS-PAGE)
5.8.2.1 Perfil prote6mico nas diferentes condi¢coes de cultivo

Na Figura 13 sdo apresentados os resultados obtidos pela andlise de
proteinas de A. junii SB132 por eletroforese bidimensional (focalizagao isoelétrica e
SDS-PAGE) para as trés condi¢des de cultivo, de acordo com o método descrito no
item 4.10.2.
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Figura 13. Mapas protedmicos de A. junii SB132. As proteinas foram extraidas com 24h de
crescimento em (A-B) petréleo bruto 1,3%, (C-D) diesel 1,3% e (E-F) extrato de levedura 1,3%. A
esquerda sao mostrados os géis nao editados e a direita os géis editados apds deteccédo de spots
pelo programa Image Master Platinum, versdo 6.0 (GE Healthcare). Aplicou-se 250ug de proteinas
em cada strip de 13 cm (3-11 NL) para a focalizacdo isoelétrica (primeira dimenséo) e o sistema
usado para SDS-PAGE (segunda dimenséo) foi o Hoefer SE 600 Ruby (Amersham Bioscience). O gel

foi corado com azul de Comassie R-350.
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Os géis bidimensionais referéncias na Figura 13 apresentaram similaridade
superior a 70% quando comparados com outros géis da mesma condicao (géis nao
mostrados). Os indices de similaridades obtidos foram 70,1 e 70,4% para extrato de
levedura, 70,2 e 70,8% para petréleo bruto e 74,9 e 79,8% para diesel. O numero de
pontos protéicos marcados nos géis referéncia foram 400, 288 e 188, para extrato
de levedura, petréleo bruto e diesel, respectivamente.

As proteinas dos géis se encontram, em sua maioria, na extremidade positiva,
ou seja, pontos isoelétricos (p/) mais baixos. Esse perfil reflete a caracteristica do
conjunto de proteinas da bactéria estudada nesta condicdo (strip 3-11 NL),
possuindo proteinas mais acidas, uma vez que em outros estudos com bactérias do
mesmo género, observou-se 0 mesmo padrdao. Como exemplo, quando
Acinetobacter sp. KS-1 foi cultivada em benzoato como unica fonte de carbono,
foram observados 350 spots, dentre estes, 200 se encontraram na extremidade
positiva (Kim et al.,, 2003). E mais, quando cultivada A. Iwoffii K24 em anilina como
unica fonte de carbono, observaram-se em gel 2-DE aproximadamente 370 spots,
sendo que a maioria destas estavam na extremidade positiva, indicando que estas
proteinas eram acidas (Kim et al., 2001).

Provavelmente os resultados seriam diferentes em relacdo a quantidade de
proteinas se as strips com comprimentos maiores e faixa de pH maior fossem
utlizadas, pois revelariam proteinas além do limite de p/de 3 a 11 e maior resolucao
das proteinas ja presentes nesta condi¢ao. Além disso, proteinas menos abundantes
poderiam aparecer visto que pela quantidade de proteinas usada nestes estudos
nos géis 2-DE (250uQ), estas proteinas menos abundantes nao aparecem.

Menos pontos protéicos foram obtidos para petrdleo bruto e diesel quando
comparados com a condicdo de extrato de levedura, e este resultado pode estar
relacionado com a natureza do substrato. As moléculas presentes no petroleo e
diesel sdo majoritariamente hidrocarbonetos em série homéloga. Dessa forma, as
transformagdes quimicas que acontecem nao variam muito e muitas enzimas sao
utilizadas em varios substratos dentro desta série, como exemplo, a hidroxilagao
terminal de hidrocarbonetos alifaticos por monooxigenases (Throne-Holst et al.,
2007). No entanto, dados do metaboloma sdo necessarios para confirmar esta

estimativa.
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Os géis da mesma condicdo de cultivo (ndo mostrados) podem ser
considerados semelhantes e podem representar, por razoabilidade, o proteoma de
A. junii SB132. Essa razoabilidade (Gasnier, 2014) se refere a principios teéricos, ou
de experiéncia, que trés géis sao suficientes para representar o proteoma da
bactéria estudada. Um maior numero de géis nao garante que haja validacao
externa da pesquisa por representatividade, mas é razoavel supor que trés géis

satisfacam e garantem seguranca quanto aos dados obtidos.

5.8.2.2 Expressao diferencial nos perfis proteémicos

Na Figura 14 e Tabela 4 sdo apresentados os resultados obtidos da analise
comparativa dos géis bidimensionais referéncia de A. junii SB132. Foram
comparadas as trés condi¢des de cultivo de acordo com o método descrito no item
4.10.2.
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Figura 14. Comparacao entre os mapas protedmicos de A. junii SB132. Os géis foram obtidos e

analisados como descrito no item 4.10.2. (A-B) comparacao entre os géis da condicdo de cultivo em

petréleo bruto e extrato de levedura. (C-D) comparagcédo entre os géis da condicdo de cultivo em

diesel e extrato de levedura. (E-F) comparagao entre os géis da condicao de cultivo em petréleo bruto

e diesel. Os pontos em verde representam os spots que se repetem nas condicdes comparadas e 0s

pontos em vermelho representam os spots que sao especificos de cada condi¢do. As imagens foram

analisadas pelo programa Image Master Platinum, versao 6.0 (GE Healthcare).
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Tabela 4. Analise de similaridade dos mapas protedmicos de A. junii SB132. Os valores foram
obtidos utilizando-se o software Image Master Platinum 6.0 a partir dos géis referéncia comparados
na Figura 14. Na tabela estado indicadas as condi¢des de cultivo e a porcentagem de similaridade

entre elas.

Condicbes Petrdleo bruto 1,3% Diesel 1,3%
Extrato de levedura 1,3% 52,9% 35,0%
Petroleo bruto 1.3% - 46,2%

Na Figura 14 e a Tabela 4 sdo mostradas as similaridades entre as condigdes
de cultivo na qual apresentaram valores abaixo 70%. Com um indice de similaridade
de 52,9% entre géis da condicdo de extrato de levedura e petréleo bruto, estes
apresentaram 182 spots comuns, 235 spots presentes somente na condicdo de
extrato de levedura e 121 spots presentes somente na condicao de petréleo bruto.
Com um indice de similaridade de 35,0% entre géis da condicdo de extrato de
levedura e diesel, estes apresentaram 103 spots comuns, 102 spots somente da
condicao de diesel e 314 spots somente da condicdo de extrato de levedura. Com
um indice de similaridade de 46,2% entre géis da condicao de petrdleo bruto e
diesel, estes apresentaram 110 spots comuns, 193 spots somente da condicao de

petréleo bruto e 95 spots somente da condicdo em diesel.

Nos géis analisados, pontos protéicos especificos indicam proteinas
diferencialmente expressas. O seu estudo é importante por representarem
potenciais participantes no processo de biodegradacao de xenobibticos. Somado a
iss0, vias associadas as adaptacdes da bactéria para crescimento no meio utilizado
(petréleo, diesel ou extrato de levedura) também podem ser reveladas pela
identificacdo dos pontos protéicos exclusivos.

Pontos protéicos comuns a todas as condi¢cdes sao importantes, pois revelam
proteinas expressas por genes constitutivos (mantenedores). Estas sdo proteinas
que participam de vias metabdlicas essenciais, ou de rotina a qualquer fonte de
carbono, como por exemplo, a via glicolitica ou o ciclo de Krebs. Portanto, a
presenca destas enzimas é esperada.
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5.9 ANALISE DAS PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

A fim de induzir a expressao diferencial de proteinas, A. junii SB132 foi
cultivada em petréleo bruto, diesel e extrato de levedura separadamente como
Unicas fontes de carbono. A analise comparativa dos géis 2-DE foram realizadas
para as trés condi¢des de cultivo (Figura 14). Mesmo que uma grande quantidade de
proteinas tenha sido observada em gel, obteve-se apenas resultados de uma
pequena quantidade spots, consequentemente uma pequena quantidade de
proteinas fora identificada por espectrometria de massa e por analise em banco de
dados (Tabela 6, 7 e 8). Na Tabela 5 sdo apresentados os spots selecionados para
recortes dos géis de acordo com o método descrito no item 4.11.1.

Tabela 5. Spots selecionados para analise por espectrometria de massa. Foram selecionados
spots comuns a todas as condicoes, spots presentes na condi¢cdo de petroleo bruto e diesel, e spots
presentes somente na condicido de petréleo bruto. Os nimeros indicam a identificagcdo dos spots no
gel e estes foram recortados com uma ponteira P1000. Foi utilizado somente o gel referéncia da

condicao crescimento em petroleo bruto.

) ) Petroleo bruto / Diesel /
Petréleo bruto Petroleo bruto / Diesel
Extrato de levedura

37-100 17-36 1-16

Dos 100 spots selecionados para identificacao por espectrometria de massa,
foram obtidos resultados conclusivos de 30. Entre estes, 15 spots tiveram seus
resultados como proteinas hipotéticas e os 15 restantes como proteinas putativas.
Dentre todas as proteinas putativas identificadas, 4 foram detectadas em todas as
condicoes de cultivo, 3 foram detectadas somente na condicao de petréleo bruto e
diesel, e 8 foram exclusiva da condigao de petréleo como fonte de carbono (Figura
15).  Proteinas  hipotéticas sdo aquelas que foram  determinadas
computacionalmente, ou seja, sao preditas por ferramentas de identificacdo de
genes durante a andlise do genoma, mas sua fungdo e papel biolégico nao foram
determinados (Rambabu et al., 2012).



75

—

Figura 15. Spots analisados por espectrometria de massa. Os nimeros indicam spots no gel 2-DE
referéncia da condi¢do de crescimento em petréleo bruto. O recorte foi feito manualmente usando
ponteira P1000. As proteinas foram tripsinizadas e analisadas em espectrometro de massa e no

programa Mascot (Matrix Science) pela ferramenta PMF (peptide mass fingerprinting).

Os estudos protedmicos associados a biorremediacdo sdo importantes
porque podem mostrar a resposta celular global das bactérias frente a determinado
poluente. Diversas bactérias sdo estudadas, entre as mais importantes sdo as
Pseudomonas spp. Estas bactérias mesmo tendo representantes que séao
conhecidas como patégenos oportunistas, possuem representantes com grande
potencial para biodegradacao (Kim et al., 2009; Zhao et al., 2005). Da mesma forma,
Acinetobacter spp. sdo descritas como uma das principais biodegradadoras de n-

alcanos do grupo de Gram-negativas (Abdel-El-Haleem, 20083).

Proteinas provenientes de spots comuns em todas as condicoes, presentes
somente na condicao de petréleo bruto e diesel, e presentes somente na condicdo
de petroleo bruto (Tabela 6, 7 e 8) foram identificadas e suas funcdes celulares e
moleculares foram dadas (itens 5.4.1, 5.4.2 e 5.4.3).
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Tabela 6. Proteinas identificadas de spots comuns as condicoes de cultivo em petréleo bruto, diesel e extrato de levedura (constitutivas).

. . fons

n° Spot Quantld’a de lons o combinados Proteina putativa Taxonomia Cobertura (%) NCBInr Score Mr P ’ pl experimental Funcao celular

total de ions pre ( hed) tedrico
1 1 11 6 6 Dominio de proteina Rieske Bordetella holmesii 35009 16 gi585211633 67 43609 5,15 49 Metab"":gfngﬁci"s”‘p“'“
2 2 3 2 2 Proteina hipotética Acinetobacter baumannii 1178044 27 0i[589417156 36 5799 4,18 6,6

MULTISPECIES: eritronato-4-fosfato . - A
3 3 8 7 6 desidrogenase Pseudomonas sp. 18 gi[517755102 60 41811 4,92 6 Biossintese de piridoxina
4 4 29 25 8 Proteina hipotética Polaromonas sp. CF318 65 0i[495142791 68 22117 9,45 4,5
5 6 18 15 9 SHITEI G EeEIE el araiie - Gilliamella apicola 24 gil597810687 60 19589 7.1 4.1 Biossintese de 4cidos graxos
transportadora] desidratase
6 7 8 8 6 Proteina hipotética Thioalkalivibrio sp. ALJ24 28 0i|517765186 58 19961 4,34 6,5
7 11 23 20 15 Proteina hipotética delta proteobacterium PSCGC 5342 12 gi|654513613 73 77778 9,11 8,1
8 15 14 11 8 Proteina de reparto de DNA mutT Rhizobium sp. CCGE 510 24 4il494908545 59 20284 9,87 48 Meca”'smgsl‘i reparao do
9 16 17 13 8 Proteina hipotética Pseudomonas savastanoi 40 gi|488616946 67 12024 6,9 7
Tabela 7. Proteinas identificadas de spots presentes nas condicao de cultivo em petréleo bruto e diesel (diferenciais).

Quantidade fons fons
n° Spot ) combinados Proteina putativa Taxonomia Cobertura (%) NCBInr Score Mr  pltedrico pl experimental Funcéo celular

total de ions processados

(matched)

10 21 14 12 8 Familia de proteinas glicosiltransferase Xa"’homona:tfxf,\’}l‘épgg’; pv. punicae 21 gi[372553304 67 29078 872 64 Biossintese de carboidratos
1 32 19 16 12 Proteina quinase Morganella morganii 20 gi[701206914 75 40485 8,67 51 Sinalizagéo celular

12 33 8 7 6 Pirrolina-5-carboxilato redutase Rhodobacteraceae bacterium KLH11 38 0i|496032829 68 9431 4,83 55 Metabolismo de amino&cidos




Tabela 8. Proteinas identificadas de spots presentes nas condicoes de cultivo em petréleo bruto e diesel (diferenciais).

77

fons

n° Spot tgtl:':;;d;iz pmct’::a dos combinados Proteina putativa Taxonomia Cobertura (%) NCBInr Score Mr  pltedrico pl experimental Funcao celular
(matched)

13 38 16 14 5 4-oxalocrotonate tautomerase Bradyrhizobium sp. ORS 375 34 gil496319036 51 8402 571 4 Me;:gg:i):gficm:sde

14 42 14 12 8 Familia de prgﬁ:gi;assmadas a Acinetobacter baumannii 983759 14 gil588137226 59 39879  7.68 6 Mecanismo de defesa

15 43 12 10 6 Proteina hipotética Burkholderia pseudomallei MSHR338 65 0i|529453182 63 4589 8,2 71

16 46 13 10 8 Serine-tRNA ligase Candidatus Accumulibacter sp. SK-02 12 /668682954 62 48194 5,82 4,5

17 49 12 10 6 Proteina hipotética Methylomarinum vadi 38 0i|670486936 59 9881 9,69 4,9

18 50 11 8 8 23S rRNA pseudouridylate synthase C Halomonas boliviensis 17 0i|494176346 70 35504 10,12 5,8 Metabolismo de RNA

19 51 11 10 8 Serina peptidase Pseudomonas fluorescens 10 gil489276655 60 50716 5,82 4,6 Metabolismo das proteinas

20 7 12 11 9 Transdutor de energia TonB Methylosarcina lacus 21 gil635649973 72 33737 9,31 53 Prgﬁ;gifofz g;e;’:;;”a

21 72 30 27 14 Proteina hipotética Acinetobacter parvus 57 gi[490814253 73 12679 10,19 4,4

22 76 12 11 5 Proteina hipotética Bradyrhizobium sp. WSM471 39 gil494884538 57 7753 6,06 6

23 78 8 7 5 Proteina hipotética Acinetobacter guillouiae 36 gi[490861904 54 7105 53 4,4

24 80 16 14 11 MULT(E:ES);E;;;Z"'C°A Ralstonia 21 gil502317623 69 47086 674 54 Metabolismo de lipideos

25 83 15 13 7 henilacs regu(l_?r ‘;%if ETSETEETET Sphingobium sp. Ant17 25 gi|593809235 53 27355 6,9 53 Fatores de trascricao

26 85 21 19 9 Proteina hipotética Aeromonas sp. 4287D 41 0i|696656920 65 12004 55 53

27 90 15 13 8 Proteina hipotética Pseudomonas amygdali 30 gi|492084080 62 23481 9,18 4,4

28 95 14 13 8 Proteina hipotética Aeromonas sp. AE235 28 0i|696630635 60 25274 11,62 5,8

29 96 4 4 4 Proteina hipotética Pantoea sp. GMO01 27 0il495163406 56 10338 8,04 4,4

30 99 18 16 7 Proteina hipotética Acinetobacter bouvetii 43 0i|491149639 49 16783 6,41 53
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5.9.1 Proteinas detectadas em todas as condi¢coes de cultivo
a) Dominio catalitico da proteina Rieske

A degradacgao de hidrocarbonetos aromaticos € realizada por um conjunto de
enzimas na qual seus produtos sao utlizados como fonte de carbono e energia.
Dentre estas, as Rieske sdo uma familia de enzimas importantes envolvidas na
degradacao desses compostos, como benzoato, benzeno, tolueno, fitalato, naftaleno
e bifenil. As enzimas Rieske usualmente catalisam a incorporacédo de dois atomos
de oxigénio no anel aroméatico para formar areno-cis-diidrodiol, seguido de uma
reacdo de desidrogenagdo usualmente catalisada por uma outra enzima, a cis-
diidrodiol desidrogenase (Pérez-Pantoja et al., 2009).

As enzimas Rieske possuem um alto potencial de reducdo e sé&o
majoritariamente dependente de NADH. As reacbGes que catalisam sdo a cis-
hidroxilacao, clivagem de anel aromatico e hidroperoxidagdo. Os substratos variam
de arenos (tolueno, naftaleno) a carboxilatos (benzoato e fitalato). Estas enzimas
incluem as dioxigenases que clivam anéis aromaticos, tais como as catecol
dioxigenases, que incorporam ambos os atomos do oxigénio molecular em carbonos
adjacentes gerando cis-diidrodiol que podera ser mais oxidado pela clivagem do anel
aromatico e produtos que servirdo como fonte de carbono e energia no clico de
Krebs (Burton, 2003).

Abaixo é mostrado a via metabdlica de degradacdo de naftaleno, um
composto modelo utilizado em estudos de biodegradagdo (Figura 16). Na via
metabdlica mostrada, a naftaleno dioxigenase atua na primeira etapa de conversao
do naftaleno para cis-(1R, 2S)-diidroxi-1,2-diidronaftaleno. Outras enzimas estao
envolvidas no processo de degradacdo, cada uma realizando suas reacgdes
especificas até que surjam intermediarios que serdo utilizados como fonte de

carbono e energia.
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Figura 16. Via catabdlica proposta para degradacao de Naftaleno em bactéria. A naftaleno
dioxigenase (pertecente a familia Rieske) inicia a via atacando o anel aromatico para formar cis-(1R,
2S)-dihydroxy-1,2-dihydronaphthalene. A seta vermelha indica a reagdo que a enzima catalisa
(Reproduzido de Seo et al., 2009).

E importante destacar que nesta pesquisa apenas o dominio Rieske foi
identificado, visto que estas enzimas sao multicomponentes, possuindo outros
dominios com funcdes de transportadores de elétrons (Pérez-Pantoja et al., 2009).
Além disso, o fato de dominio catalitico Rieske ter sido identificado nas trés
condicbes de cultivo indica que ela é expressa constitutivamente. Estudos para
verificacdo da atividade enzimética desta proteina deverdo ser realizados, afim de
confirmar sua expressdo pela A. junii SB132. Métodos de genética molecular
poderdo ser empregados associados aos métodos bioquimicos para caracterizacao
da sua atividade.
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b) Proteina eritronato-4-fosfato desidrogenase

A eritronato-4-fosfato desidrogenase é uma enzima que pariticipa da
biossintese de piridoxina, a forma ativa da vitamina B6. Foram descritas trés vias
para biossintese de piridoxina em bactérias e fungos. Na Escherichia coli foram
descritas duas vias: a via de novo e a via de salvamento. Estas duas vias
codificadas por dez genes, compartilham apenas um gene (pdxH). Na via de novo o
anel da piridina é gerado a partir do D-eritrose-4-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato. Por
outro lado, a via de salvamento a piridoxina é gerada sem o anel de piridina. Uma
outra via pouco descrita esta presente apenas em fungos (Tanaka et al., 2005)
(Figura 17).

De nove pathway

Yeast type pathway

Pyridoxine ™ PM
(Vitamin Bg;/ pdxK

Salvage pathway

=

Pathways discovered in bacteria Pathway discovered in yeast

Figura 17. Vias de biossintese de piridoxina. Os circulos indicam os substratos. Piridoxina é a
forma ativa da vitamina B6. 1* indica 3-hidroxi-4-fosfohidroxia-cetobutirato; 2* indica glyceraldehyde-
3-phosphate. O gene pdxB (seta vermelha) codifica para a enzima eritronato-4-fosfato desidrogenase
que converte eritronato-4-fosfato a 3-hidroxi-4-fosfohidroxia-cetobutirato (Reproduzido de Tanaka et
al., 2005).
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Esta proteina pertence a familia de enzimas Pdx (PdxA, PdxB, PdxF, PdxH,
PdxJ e GapB) que em bactérias esta restrita a classe das y-proteobactéria e estéo
envolvidas na sintese de piridoxal-5'-fosfato (piridoxina), a forma ativa da vitamina
B6. Esta enzima é codificada pelo gene pdxB e pertence a superfamilia 2-
hidroxiacido desidrogenase especifica para D-isbmeros. Em uma das etapas na
biossintese de vitamina B6, o eritronato-4-fosfato (4PE) é transformado em 4-hidroxi-
L-treonina-4-fosfato (4PHT) pelas enzima eritronato-4-fosfato desidrogenase (PdxB)
e fosfoserina aminotransferase (PdxF/SerC) (Ha et al., 2006).

A vitamina B6 € essencial para organismos vivos, pois sao utilizadas por
muitas enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos e aminoacidos. Esta
vitamina também desenpenha um papel contra fotosensiblizacdo em fungos. A
maioria dos organismos unicelulares e plantas sintetizam esta vitamina (Tanaka et
al., 2005). A presenca desta enzima indica que a bactéria esta produzindo esta
vitamina durante seu crescimento nas trés condi¢cdes de cultivo (petrdleo bruto,

diesel e extrato de levedura).

c¢) 3-hidroxidecanoil-[acil-proteina-transportadora] desidratase

A biossintese e a oxidacao de lipideos ocorrem por vias totalmente distintas e
sao catalisadas por conjuntos diferentes de enzimas. No entanto, as sequéncias de
reacdes enzimaticas para biossintese € a mesma em procariotos e em eucariotos.
Durante as etapas, logo apds a condensacao e reducao do grupo carbonila, uma
enzima chamada B-hidroxiacil-ACP desidratase catalisa uma reacdo de desidratacédo
que resulta em dupla ligacdo. Esta dupla ligacdo sera posteriormente reduzida para
continuar o processo de biossintese de acidos graxos em quatro passos (Nelson e
Cox, 2002) (Figura 18).
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Figura 18. Via biossintética de acidos graxos. A enzima [-hidroxiacil-ACP desidratase (seta
vermelha a esquerda da imagem e andloga a 3-hidroxidecanoil-[acil-proteina-transportadora]
desidratase) catalisa a reacao de desidratacao de B-hidroxiacil-ACP para enol acil-ACP, gerando uma

ligacdo insaturada (reproduzido de Xu et al., 2013).

Dessa forma, 3-hidroxidecanoil-[acil-proteina-transportadora] desidratase é
uma enzima analoga a B-hidroxiacil-ACP desidratase. Esta enzima é necessaria
para a introducao de insaturacdo cis em acidos graxos. Catalisa a desidratacao de
(3R)-3-hidroxidecanoil-ACP para E-(2)-decenoil-ACP e entdo sua isomerizacao a Z-
(3)-decenoil-ACP. Pode catalisar a reagao de desidratacdo de B-hidroxiacil-ACPs
com comprimento de cadeia saturada de até 16:0, sendo mais ativa em cadeia de
comprimento intermedidrio. E inativa na desidratacdo de longas cadeias insaturadas
B-hidroxiacil-ACP (http://www.uniprot.org/uniprot/POA6Q3).

De maneira hipotética, pode-se inferir por dados da literatura que a fonte de
carbono necessaria para a biossintese de lipideos podera ser os n-alcanos e o0s
carboidratos presentes nas amostras (Wentzel et al., 2007; Nelson e Cox, 2002). Os
n-alcanos fornecem moléculas de acil-CoA que poderao ser convertidos em malonil-
CoA, sendo estes ultimos utlizados na biossintese de lipideos como mostrado na
Figura 18.
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Por ser uma proteina do metabolismo constitutivo, esta enzima desempenha
fungcbes acopladas ao crescimento celular. A biossintese de membrana celular é
necessaria para acompanhar com crescimento celular durante as divisdes celulares.
Por isso, esta enzima foi encontrada em células cultivadas nas trés condigdes de

cultivo.

d) Proteina de reparo mutT

O maior requerimento para as células é replicar seu DNA com alta fidelidade.
Para isto, as células possuem uma grande parcela de genes envolvidos nestes
mecanismos de fidelidade. A principal abordagem para estudar a participacao de
genes neste processo € estudar os genes mutadores. Os genes mutadores sao
aqueles em que seu produto é parte de um sistema de reparo. Logo, uma mutacao
que retire a funcao deste gene, interfere nos mecanismos de reparo do DNA. Nesta
classificacao, o gene mutT é considerado como um gene mutador .

A proteina mutT descrita para E. coli é uma importante participante em evitar
erros na replicacdo do DNA. Um alelo mutT inativo gera uma especificidade
mutacional: mutacdées de trasversdo (A-T para C-G) sdo aumentadas. O papel
biolégico da proteina mutT é prevenir o pareamento inadequado entre A-G durante a
replicacdo, especificamente o pareamento errado entre uma base A com uma forma
oxidada da guanina, 8-oxoguanina, que resulta quando a forma oxidada esta
disponivel para a DNA polimerase. MutT é parte de um elaborado sistema de defesa
que protege contra os efeitos mutagénicos de guaninas oxidadas (Fowler e
Schaaper, 1997)(Figura 19).



84

dGTP
—G— .
-—C— leidatian _?_
Replication l < d@'rr B I }l Replication
—o—  —>|mm e
el | v A
d P + PPi Renlicati
G . ‘p cation
P | Replication
.! —C— —_— A
Y —G— —_
—6— o —
—c— ' —a— AT CG ';
mutation —L—
Replication I —O—
AT—CG
—0O— —_—T— mutation

GC—TA
mutation

Figura 19. Acao da proteina mutT na fidelidade da replicacdo do DNA. A 8-oxoguanina formada
por oxidagdo da guanina, pode parear com a base timina na primeira replicacdo. Na segunda
replicacéo, a 8-oxoguanina inserida parea com citosina (mutacdo de trasversao) ou timina. A proteina

mutT estéd indicada pela seta vermelha (reproduzido de Fowler e Schaaper, 1997).

A manutencdo da informacdo genética é crucial durante os processo de
replicacdo. Desta forma, a proteina mutT podera ser expressa constitutivamente em
funcédo do seu papel de protecdo do DNA. Logo, o cultivo em qualquer condicao de
crescimento pode nao afetar tal expressao, podendo esta expressao ser afetada por
outros fatores que estejam atuando sobre as trés condigcdes de cultivo, como

temperatura, vibracao, entre outros.

5.9.2 Proteinas detectadas somente nas condicoes de cultivo em petréleo
bruto e diesel

a) Glicosiltransferases 25 familia de proteinas

As (glicosiltransferases sdo enzimas que catalisam a transferéncia de
grupamentos agucar para formar as ligagdes glicosidicas, sendo enzimas centrais na
biossintese de dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos.
Glicosiltransferases podem ser classificadas como enzimas de retengdo ou de
inversdo de acordo com a esteroquimica do substrato e o produto da reagédo. Por

analogia com as glicosidases, existem dois principais resultados estereoquimicos
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para glicosiltransferase: inversdo da configuragdo anomérica ou retencao da
configuracao anomeérica (Carbohidrate Active Enzime -

http://www.cazy.org/GlycosylTransferases.html).

Inicialmente o processo de glicosilacdo estava restrito aos eucariotos nos
processo de glicosilacdo de proteinas alterando assim a resisténcia proteolitica,
solubilidade de proteinas, estabilidade, estrutura local e imunogenicidade. Hoje
sabe-se que o processo de glicosilacdo também esta presente nos procariotos e ja
estd sendo estudado, principalmente em Campylobacter jejuni. Estas proteinas
glicosiladas em bactérias normalmente sdo proteinas secretadas, ou proteinas de
superficie, sendo estas envolvidas com as interagdes entre as bactérias e interacdes
das bactérias com o ambiente (Tabish et al., 2011).

O processo de glicosilacao bacteriana (tais como biossintese de glicolipideos,
glicoproteinas e polissacarideos) tem sido estudado extensivamente, mesmo que a
maioria ainda permanece pouco caracterizada (Zhu et al., 2013).

b) Proteina quinase

Estas proteinas sdo enzimas que catalisam a reacdo de fosforilacdo de
proteinas pela transferéncia de um grupo fosforila de ATP para treonina, serina ou
tirosina. Estes efeitos de fosforilacdo sdo responsaveis por estimulos extracelulares
e intracelulares, que fornecem um mecanismo altamente eficiente para o controle da
atividade de proteinas (Silva et al., 2009) (Figura 20).
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Figura 20. Regulacao da atividade de proteinas via transferéncia de grupo fosfato por proteina
quinase. De acordo com a proteina alvo, a fosforilagdo pode ativar ou inativar sua fungéo. No caso

da P1, sua fungao é ativada, no caso da P2 sua funcao € inativada (reproduzido de Duarte, 2010).
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A fosforilagéo de proteinas promove um dos principais meio de transducao de
sinais celulares, e como tal, tem sido utilizado pela maioria dos organismos de todo
os dominios da vida. Pesquisas extensivas tem sido realizadas para descobrir a
existéncia de uma localizacao especifica de sitios de fosforilacdo de proteinas como
uma maneira de entender a fungéo e a regulacao protéica (Chou et al., 2012).

c¢) Pirrolina-5-carboxilato redutase

Esta é uma enzima mantenedora que catalisa a ultima etapa da biossintese
de prolina. Pode utilizar NAD e NADP, mas tem alta afinidade por NAD
(http://www.uniprot.org/uniprot/P32322) (Figura 21).
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Figura 21. Representa¢ao esquematica do metabolismo do L-triptofano. A pirrolina-5-carboxilato
(P5C) pode ser convertida espontaneamente em glutamato semialdeido (GSA). A P5CI é reduzida a
prolina (PRO) pela pirrolina-5-caboxilato redutase (P5CR) e GSA é convertida em glutamato pela
pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5CDH). Alternativamente GSA pode ser convertida em
ornitina pela ornitina aminotransferase (OAT) e participa das reagdes do ciclo da ureia. A seta

vermelha indica a pirrolina-5-carboxilato redutase (reproduzido de Vieira, 2010).

A biossintese de prolina tem duas rotas de formagédo. A primeira envolve dois
passos enzimaticos, a primeira realizada em bactérias pela y-glutamil quinase e y-
glutaminl fosfato redutase sobre a glutamato. Estas duas enzimas estao fusinadas

nas plantas e animais, chamada pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CS). Em
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bactérias, na primera reacao surge o y-glutamil fosfato e na segunda reacao surge a
glutamato semi-aldeido (GSA). A outra rota de biossintese de prolina inicia com a
onitina até GSA pela enzima onitina aminotransferase, enzima dependente de

piridoxial-5-fosfato (piridoxina) (Vieira, 2010).

5.9.3 Proteinas detectadas somente na condicao de cultivo em petréleo bruto
a) Familia de proteinas associadas a CRISPR

O sistema CRISPR-Cas é um mecanismo de defesa em procariotos contra
elementos genéticos estranhos. Os elementos chaves deste mecanismo de defesa
sdo as proteinas Cas e o CRISP RNA. As repeticbes palindromicas curtas
interspacadas agrupadas regularmente (CRISP) sdo uma familia de repeticdes
direta no DNA separadas por sequencias espacgadoras nao repetitivas que sao
encontradas na maioria dos genomas de bactérias e arqueas. Este mecanismos de
defesa parecem oferecer resisténcia contra elementos genéticos mdveis (virus,
elementos transponiveis e plasmideos conjugativos). O agrupamento de CRISPR
contém sequéncias complementares a antecedentes de elementos moveis e
sequéncias de DNA-alvo invasoras. Estes agrupamento é transcrito e processado
em CRISPR RNA (crRNA) (http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR021124) (Figura
22).
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Figura 22. Estrutura do locus CRISPR. As sequéncias palindrémicas repetidas estao intercaladas
por sequéncias espacgadoras. O ndimero destas sequéncias espacadoras pode variar muito com a
cepa bacteriana da mesma espécie. A sequéncia lider se encontra a 400pb a frente do locus
CRISPR. A frente também se encontram os genes para proteinas Cas (reproduzido de Karginov e
Hannon, 2010).



88

A reacéo de defesa envolvendo CRISPR é divido em trés estagios: o primeiro,
o estagio de adaptacao, o DNA invasor é clivado e um fragmento é selecionado para
ser integrado em um novo espaco no locus CRISPR, onde é estocado como uma
sequéncia idéntica para futuros ataques por este invasor. No segundo estagio, o
estagio de expressdo, o CRISPR RNA (pré-RNA) é processado para gerar os
crRNAs maduros. O terceiro estagio, o estagio de interferéncia, proteina Cas, junto
com crRNAs, identificam e degradam o invasor (Brendel et al., 2014) (Figura 23).
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Figura 23. Funcionamento do sistema CRISPR. Um virus introduz seu DNA na bactéria. Esse DNA
€ ligado a um complexo entre Cas e um pequeno crRNA. Esta unido inativa o DNA viral e assim é
degradado. Este crRNA pequeno é originado do processamento de um crRNA maior por uma outra
proteina Cas. Em paralelo com a inativagdo do DNA, uma outra proteina Cas reconhece o DNA viral,
a partir do qual cria um novo segmento e o integra no locus CRISPR (reproduzido de Karginov e
Hannon, 2010).

O sistema CRISPR-Cas tem sido classificado em trés classes. No CRISPR-
Cas tipo | e lll, o crBRNA maduro € geralmente gerado por um membro da familia
Cas6. Ao passo que no sistema Ill a proteina Cas6 atua sozinha, em alguns
sistemas da classe | ela é parte do complexo de proteinas Cas conhecidas como
Cascade (complexo para defesa contra virus associadas a CRISPR). A proteina
Cas6 é necessaria para producdo de crRNA, enquanto que as proteinas Cas
adicionais que formam o complexo Cascade sdao necessarios para estabilidade do
crBNA (http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR021124).
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b) Serina-tRNA sintetase

Aminoacil-tRNA sintetase, também conhecida como aminoacil-tRNA ligase,
catalisa o ataque de um aminoacido para sua molécula de tRNA trasportador
cognata, em uma reacao altamente especifica em duas etapas. As 20 aminoacil-
tRNA sintetases sao divididas em duas classes, | e Il. A serina-tRNA sintetase
pertence a classe Il, juntamente com as enzimas dos aminodcidos alanina,
asparagina, acido aspartico, glicina, histida, lisina, fenilalanina, prolina e treonia
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR015866) (Figura 24).

Amino acid High-energy
(Phe) ester bond
H O H O H O
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HN—C—C—OH HZN—(li—C—O HZN—(li—C—O
CH CH CH
2 OH n 2 E 2
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Phe to the UUU codon by its codon
Phe to tRNA
ATP AMP
ok PPI
Aminoacyl- AAA AAA , AAA ,
tRNA synthetase tRNA specific for Aminoacyl-tRNA 5 w 3
specific for Phe  Phe (tRNAP®) m

Figura 24. Mecanismo de ativagdao de aminoacidos por uma aminoacil-tRNA sintetase da classe
Il. Em laranjado é mostrada a enzima. (1) A ativagdo do aminacido em duas etapas: formacao de um
intermediario ligado a enzima, o aminoacil-AMP (adenilato proveniente do ATP); o grupo aminoacila é
transferido do aminoacil-AMP para seu tRNA especifico. (2) Pareamento do anticédon do aminoacil-
tRNA com o cédon no mRNA (reproduzido Lodish et al., 2005).

Em racdes catalisadas pela classe | de aminoacil-tRNA sintetase, o grupo
aminoacil é acoplada ao 2'-hidroxil do tRNA, enquanto que na reacao da classe Il, o
sitio 3'-hidroxil € preferido. No caso de serina-tRNA sintetase, por ser do tipo I, esta
transfere o aminoacil do aminoacil-AMP diretamente para o residuo adenilato 3'do
tRNA no grupo hidroxila 3° (Nelson e Cox, 2012).
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c) 23S rRNA pseudouridilato sintase C

As pseudouridilato sintases sao enzimas que catalisam a reacdo de
isomerizacao de uridina para pseudouridina () em uma variedade de moléculas de
RNAs e podem funcionar como chaperonas. Existem quatro familias distintas de
pseudouridinas sintetases que ndo compartilham similaridade de sequéncia, mas
compartilham a mesma dobra do dominio catalitico e sitio de ligagdo a uracil
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR006225).

Dentre estas a familia de pseudouridilato sintase, RsuA e RIuC/RIuD contém
um motivo adicional de ligagdo a RNA a-L na regido N-terminal. RluC e RluD séo
enzimas homodlogas, e da mesma familia, a qual cada uma converte para
pseudouridina trés bases uridina especificas no rRNA 23S de E. coli: U-955, U-
2504e U-2580 no caso de RIuC e U-1911, U-1915 e U-1917 no caso de RiuD. A
perda de RIuC tem pouco efeito fenotipico, mas a perda de RIuD resulta em
reduzida taxa de crescimento (Mizutani et al., 2004) (Figura 25).

Name Substrate RNA Modification Site Catalytic As
TruD family Acceptor Acoeptor
TruD tRNA 13 AspB0 o o}
TruA family
TruA tRNA 38, 39, 40 Asp80 Doror Donor 2} Donor
TruB family HN ’ HN NH
TruB tRNA 55 Asp43 |
s
RsuA family
RsuA 16S rRNA 516 Asp102
RluB 23S rRNA 2605 Asp110
RIUE 23S rRNA 2457 AspB9
RIuF 235 rRNA 2604 Asp107
RluA family
RIuA 23S rRNA 146 AspB4
tRNA 32
Uridine
—> RIuC 23S rRNA 955, 2504, 2580 Aspl44
RluD 23S rRNA 1911,1915, 1917 Asp139
TruG tRNA 65 Aspb54

Figura 25. Isomerizacao de uridina para pseudouridina (y). A esquerda sdo mostradas as familias
de pseudouridina sintetase e a direita € mostrado a reagao de isomerizagdo. A modificagdo ocorre na
uridina que ja se encontra no RNA. A seta vermelha indica a enzima pseudouridilato sintetase que
tem como substrato o rRNA 23 S e o sitio de modificagbes (reproduzido de Hamm e Ferré-D’Amaré,
2006).

Uma notavel caracteristica da uridilato sintetase é a especificidade de
substrato. A enzima reconhece seu substrato no contexto de RNAs. Isto é
necessario para evitar deplecao de uridinas livres que também sao precursoras de
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timidina na sintese do DNA (pseudouridina ndo pode ser convertida em timidina por
metilagdo) (Hamm e Ferré-D’Amaré, 2006).

d) Serina peptidase

As peptidades, peptideo-hidrolases ou proteases sao enzimas hidroliticas que
clivam ligagbes peptidicas de proteinas ou de peptideos. Estas enzimas sdo ubiquas
nos seres vivos e representam cerca de 2% do total de proteinas presentes em
todos os organismos, participando de vias metabdlicas e de vias de sinalizacao
celular. Além disso, muitos microrganismos secretam estas peptidases a fim de
degradar proteinas externamente cujos os produtos servem como fonte de carbono

e energia (Santos, 2010).

Em 1960 foi elaborado uma classificacdo que leva em consideracdo o centro
ativo das peptidases. As carboxipeptidases sdo subdivididas em serina, metalo e
cisteina carboxipeptidases. As endopeptidases sdo subdivididas em serina, cisteina,
aspartico, metalo e treonina endopeptidase. Existem aquelas em que ainda nao
constam no sistema de classificagdo em funcdo do mecanismo néo suficientemente
elucidado (Santos, 2010).

As serinas endopeptidadeses e caboxipeptidases possuem no seu centro
catalitico o aminoacido serina. Estas enzimas estdo envolvidas em grandes
processos biolégicos. Em bactérias, ajuda a digerir a matéria organica (por exemplo,
carne em decomposicao) (Neitzel, 2010).

e) Transdutor de energia TonB

As Dbactérias Gram-negativas possuem o0 envelope contendo duas
membranas, a interna e a externa, a qual é separada por espago periplasmico
aquoso. A membrana fosfolipidica padrdo forma a membrana interna, fornecendo a
barreira de permeabilidade rica em proteinas que geram e utilizam ions para apoiar
diversos processos essenciais. Ja a membrana externa, sendo singular, é uma
bicamada assimétrica, com a face interior blindada por fina camada de
oligossacarideos ancorados em lipideos. Esta membrana carregada dificulta a

passagem de moléculas potencialmente perigosas solUveis em membranas tipicas,
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enquanto permite a passagem de pequenas moléculas nutrientes hidrofilicas via
canais aquosos fornecidos pelas proteinas porinas residentes na membrana externa
(Tortora et al., 2005).

Dessa forma, a membrana externa serve como uma barreira de difusao,
permitindo que bactérias Gram-negativas explorem uma variedade de nichos que
sdo toxicos para organismos faltando uma defesa similar. A maior complicacdo
nesta arquitetura é a separagdo da membrana externa com as fontes de energia
celulares padrdao. Assim, os processos da membrana externa dependentes de
energia devem contar com outros sitios para transducdo de energia (Brinkman e
Larsen, 2008) (Figura 26).

TonB-dependent transducer

oM

Periplasm

CM

Figura 26. Sistema regulatdério TonB-dependente. Este sistema consiste de seis componentes: um
receptor especializado localizado na membrana externa (OM) (transdutor TonB-dependente) (azul) ,
que interage com seu complexo protéico energizante TonB-ExbB-ExbD (laranja, rosa e amarelo), um
fator anti-sigma localizado na membrana citoplasmética (CM) (vermelho) e um fator sigma (ECFo)
com fungao extracitoplasmatica da subfamilia ECF (verde) (reproduzido de Koebnik, 2005).

O sistema TonB é um sofisticado sistema que detecta sinais externos a célula
bacteriana e os transmite através das duas membranas até o citoplasma, levando a
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ativacao da transcricao de genes alvo. Este sistema é comumente encontrado em
bactérias ambientais, mas raramente encontrados e patégenos de humanos e
animais (Koebnik, 2005).

A proteina TonB, assim como TolA, sdo transdutores de energia que acoplam
o potencial eletroquimico ibnico da membrana citoplasmatica a apoiar 0os processos
dependentes de energia na membrana externa no envelope de bactérias Gram-
negativas. A transferéncia de energia destes transdutores é facilitada pelo complexo
de energia-colheita, a qual sdao heteromultimetros de proteinas de membrana
citoplasmatica com homologia a proteinas de bombeamento de prétons do motor
flagelar (Brinkman e Larsen, 2008).

f) Acil-CoA desidrogenase

Durante o processo de degradagdo de n-alcanos, enzimas convertem estes
componentes em intermedidrio como o acil-CoA. Um dos processos descritos em
condicoes de aerobiose inicia com hidroxilagdo da regido N-terminal dos n-alcanos
catalisada por uma monooxigenase (hidroxilagdo subterminal também sao
descritas). Em seguida, a molécula resultante € mais oxidada pelas enzimas alcool
desidrogenase e aldeido desidrogenase. O acido carboxilico resultante sera
substrato para a acil-CoA sintetase. O acil-CoA resultante entra na via de p-oxidacao
(Wentzel et al., 2007).

A enzima acil-CoA desidrogenase esta envolvida no primeiro passo de B-
oxidacao de &cidos graxos. O primeiro passo da oxidacao produz uma dupla ligacao
entre os carbonos a e B (C2 e C3), liberando um trans-A2-enoil-CoA. Esta nova
dupla ligagao tem uma configuracao trans (nao natural). Este passo é catalisado por
isoenzimas acil-CoA desidrogenases que recebem nomes diferentes dependendo do
tamanho da cadeia de acido graxo: 12 a 18 carbonos (LCAD), 4 a 14 carbonos
(MCAD) e 4 a 8 carbonos (SCAD). Estas enzimas tém o FAD como grupo prostético.
Os elétrons removidos do acil-CoA desidrogenase sao transferidos para o FAD e a
forma reduzida os transfere imediatamente para um transportador de elétrons
(Nelson e Cox, 2002) (Figura 27).
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Figura 27. Via de B-oxidacdao. O primeiro passo da f-oxidagdo (um ciclo de quatro reagbes
enzimaticas) a acil-CoA desidrogenase insere uma ligagao dupla entre o carbono a e 8 via retirada de
dois 4tomos de hidrogénio e transfere para o FAD, resultando no FADH, (reproduzido de Nelson e
Cox, 2002).

E provavel que hidrocarbonetos aromaticos alifaticos, como n-alcanos, estéo
sendo metabolizados. E descrito que compostos mais simples sdo mais faceis de
serem metabolizados, em fungdo dos poucos passsos enzimaticos que sao
necessario para o surgimento de intermediarios que podem entrar no ciclo do acido
citrico. Por isso, n-alcanos sao mais preferencialmente metabolizados que
componentes aromaticos (Silva e Fay, 2004). Desta forma, a presenca da enzima
acil-CoA desidrogenase indica que moléculas de acidos graxos estdo sendo
formadas e sendo utilizadas para producdo e energia via B-oxidacdo, pois 0s
compostos alifaticos sdo os mais abudante em petréelo e em diesel (Crapez et al.,
2002).
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g) 4-oxalocrotonato tautomerase

As reacoes enzimaticas que antecedem a etapa de fissdo do anel aromaticos
sao chamadas de reacgdes periféricas, ou via superior. As reacdoes que acontecem
apoés a fissdo do anel aromatico, pela via do meta-clivagem ou pela via orto-clivagem
(B-cetoadipato), sdo as reagdes da via inferior, ou reagdes centrais (Figura 28). As
reacdes periféricas sdo ditas como as mais importantes, pois normalmente as
enzimas participantes sdo codificadas por genes plasmidiais, ja a via inferior possui
enzimas que sao mais comuns (Whitman, 2002; Silva e Fay, 2004).

OH
AROMATIC Upper - ©/OH — o+ Lower ___, Pyl;u::te
HYDROCARBONS Branch Branch Acetaldehyde
R
R = H, CHj, C,Hs

Figura 28. Representacao geral das vias para degradacao de compostos aromaticos. Pela via
do B-cetoadipato, uma dioxigenase cliva o anel aroméatico (catecol) e o produto formado sao
metabolizados por outras enzimas. As etapas que antecedem a formacdo do catecol sdo as reacdes
periféricas, ou via superior, € as etapas que sucedem o cateol a partir da sua fissdo, sdo as reacdes

centrais, ou via inferior (reproduzido de Whitman, 2002).

Dependendo da molécula aromatica, apds a fissdo do anel aromatico, a partir
do catecol, cinco passos enzimaticos sdo necessarios para que resulte em
intermediarios que poderao ser utilizados no ciclo do acido citrico, sendo que a 4-

oxalocrotonato tautomerase é uma dessas enzimas (Figura 29).
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Figura 29. Via inferior para degradacdo de compostos aromaticos. A enzima 4-oxalocronato
tautomerase (mostrada pela seta vermelha) atua na isomerizagao da acido 2-hidroximucénico (HMA)

em 4-oxalocronato (OC) na rota do oxalocronato (reproduzido de Omokoko et al., 2008).
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Como exemplo dado na Figura 29, o fenol é convertido em catecol na primeira
reacao por meio de uma hidroxilacéo (fenol monooxigenase). O catecol sofre fisséo
extradiol gerando o acido 2-hidroxidomuconico 6-semialdeido (HMSA). A cliavagem
catalisada pela 2,3-dioxigenase até o surgimento subsequente de piruvato e acetil-
CoA é referido como meta-via. O HMSA é convertido em 2-oxopentano-4-dienoato
em trés etapas pela rota 4-oxalocronato catalisada pela HMSA desidrogenase
(HMSA-HD), 4-oxalocronato tautomerase (40T) e 4-oxalocronato descarboxilase
(40D), respectivamente, ou em uma etapa na via hidrolitica catalisada pela HMSA
hidrolase (Omokoko et al., 2008).

A presenca desta proteina indica que a bactéria estd expressando
diferencialmente esta enzima e utilizando a via meta-cliavagem, visto que foi
especifica da condicdo de crescimento em petrdleo bruto. As outras enzimas
participantes desta via podem estar sendo expressas, porém nao foram detectadas.
Além do mais, por fazer parte da via inferior de degradacdao de compostos
aromaticos, isso fornece indicios que componentes aromaticos variados podem
estar sendo utilizados como fonte de carbono e seus produtos direcionados a esta
via de degradacéao central.

Por serem descritas como grandes biodegradadoras de compostos derivados
de petréleo € provavel que estas estejam expressando uma variedade de proteinas
que nesta pesquisa nao foram detectadas. No entanto, dados da literatura mostram
que proteinas participantes da via do B-cetoadipato foram identificadas em bactérias
deste género. No estudo do proteoma de Acinetobacter sp K-S1 cultivada em
benzoato como Unica fonte de carbono, foram descritas proteinas que participavam
de vias de degradacao de compostos aromaticos, como o B-cetoadipato, como 1,2-
dioxigenase e B-cetoadipato succinil-CoA transferase (Kim et al., 2003).

Giuffrida et al. (2001), identificou por analise prote6mica uma varidede de
proteinas envolvidas na degradacdo de fenol e benzoato, bem como proteinas
envolvidas na manutencao celular. Algumas destas proteinas identificadas foram a
alcool desidrogenase, chaperona de 60kDa, fenolhidrolase [-componente,
chaperona de 60kDa GroEL, entre outras. Kahng et al. (2002), estudando
biodegradacao de p-hidroxibenzoato detectou subunidades de protocatecuato 3,4-

dioxigenase, a pcG e pcaH.
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h) Familia de regulador de transcricao Crp/Fnr

Os organismos dependem de uma rede de reguladores para orquestrar a
transcricdo de genes em resposta a mudancgas internas e externas a fim de otimizar
0 metabolismo e garantir a sobrevivéncia. Dentre estes reguladores, as proteinas da
familia Crp/Fnr regulam varias vias metabdlicas em bactérias e funcionam
tipicamente na resposta a mudangas ambientais. Seus nomes foram dados apds as
descobertas dos seus dois representantes em E. coli: Crp (proteina receptora de
cAMP) e Fnr (proteina reguladora de fumarato e nitrato redutase) (Zhou et al., 2011).

Estas proteinas normalmente funcionam como ativadores transcricionais e ja
foram descritas regulando diversas fungdes, entre elas a metabolizacdao de
compostos aromaticos. Como exemplo, no estudo feito por Egland e Harwood
(2000), descobriram que o regulador HbaR, juntamente com o regulador AadR,
pertecente a familia Crp/FnR, esta envolvida na regulagdo de enzimas envolvidas na
degradacao anaerobica de 4-hidroxibenzoato (Figura 30).

Anaerobiose 4-Hidroxibenzoato

4-Hidroxibenzoato

4-Hidroxibenzoato- 4-Hidroxibenzoil-CoA
CoA ligase redutase

U‘c"scm 0, ,5C0A
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CoA 2H 2" Reductive
—\'-—> u——b ——Jp Benzoyl-CoA
CH
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4-hidroxibenzoato 4—h|droc)::enzo|\f Benzoil-CoA

Figura 30. Via de degradacao de 4-hidroxibenzoato. As proteinas envolvidas na degradagao de 4-
hidroxibenzoato sdo reguladas pelas proteinas da familia Crp/Fnr, AadR e HbaR em
Rhodopseudomonas palustris (modificado de Egland e Harwood, 2000).

A formacao de benzoil-CoA é a primeira etapa da degradacéo anaerdbica de
hidrocarbonetos aromaticos e é catalisada pela enzima 4-hidroxibenzoato-CoA

ligase. Em seguida € dehidroxilada pela enzima 4-hidroxibenzoato-CoA redutase,
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produzindo benzoil-CoA. Essas duas enzimas sao reguladas pela proteina ativadora
da transcricdo AadR e pela proteina regulatora de degradacado anaerdbica de 4-
hidroxibenzoato HbaR. A AadR funciona como um sensor de oxigénio e ativa a
expressao de gene de HbaR, bem como regula a taxa de trascricdo do gene de 4-
hidroxibenzoil-CoA redutase. HbaR quando ligada ao indutor 4-hidroxibenzoato
funciona como ativador para a expressao da enzima 4-hidroxibenzoato-CoA ligase
(Egland e Harwood, 2000).

O exemplo dado acima demonstra o papel destas proteinas reguladoras na
expressao de genes que respondem a uma mudanca ambiental. Devido a grande
complexidade do substrato usado nesta pesquisa (petréleo bruto, diesel e extrato de
levedura) é provavel que muitas proteinas desta familia Crp/Fnr sejam expressas em
funcdo do seu papel importante na ativacao de genes importantes quando a bactéria

é submetida ao crescimento em xenobidticos como fonte de carbono.
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6. CONCLUSOES

A caracterizacdo de A. junii SB132 reveleram a natureza do envelope
bacteriano. A bactéria € Gram-negativa, formato cocobacilar e arranjo majoritario
diplococobacilo. Além disso, pela morfologia de colénica a Unica diferenca
observada foi 0 tamanho destas nas trés condi¢des de cultivo (petrdleo bruto, diesel
e extrato de levedura). Estes dados completam os dados obtidos por analise prévia
do sequenciamento de parte do gene rDNA 16S que teve alta similaridade de
sequéncia com uma espécie de A. junii deposita no CNBI. Além disso, A. junii
apresentou capsula, sendo esta estrutura descrita para as espécies deste género e
gue podem estar associadas aos processo de assimilacdo de compostos organicos.

Os dados sobre perfil antimicrobiano mostraram que A. junii SB132 foi
sensivel a maioria dos antimicrobianos testados, sendo diferente quanto a esta
sensiblidade a maioria das cepas advindas de amostras clinicas estudadas. No
entanto, sdo necessarios dados de anotagdo genbmica para verifica quais genes
comportam e quais estao relacionados aos processos de patogencidade, entre

oourtos genes.

Dados de espectrometria de massa confirmaram com alta confiabilidade que
a bactéria em estudo é a A. junii. Nesta analise, o cultivo nas trés condi¢des
(petréleo bruto, diesel e extrato de levedura) ndo mostrou efeito na identificacdo da

espécie, corroborando com dados fornecediso pelo fabricante.

Os dados genotipicos do perfil plasmidial de A. junii SB132 apresentou nove
bandas em gel, com plasmideos de tamanhos que variaram de 94.000pb a 5.000pb.
Estes plasmidios deverdao ser sequenciados para verificacdo de quais genes
comportam, princiapalmente a verificagdo de genes envolvidos com a degradacao

de xenobibticos.

O cultivo de A. junii SB132 em petréleo bruto, diesel e extrato de levedura deu
informacdes quanto a sua curva de crescimento. Houve uma relagéo entre o perfil da
curva de crescimento e quantidade de proteinas extraidas, portanto no cultivo em
extrato de levedura foi possivel extrair maior quantidade de proteinas. No entanto,
quando comparado os cultivos da cepa em petréleo bruto e disel, esta apresentou

maior conteudo de proteinas.
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A fim de se obter o perfil protebmico em gel, as proteinas extraidas de células
crescidas por 24h foram andlisadas por eletroforese 2-DE. Os géis referéncias foram
obtidos com similidade superior a 70%. Houve maior quantidade de spots do gel de
proteinas da condicdo de cultivo em extrato de levedura (400 spots). Quando
comparadas as condicdes de petréleo bruto e diese, estes apresentaram 288 e 188
spots, respectivamente.

A fim de se verificar expressao diferencial e constitutiva, os géis 2-DE
referenciais foram comparados. Foi observado que tais géis apresentaram pouca
similaridade, sendo tal resultado o esperado. Quando comparados os géis das
condicbes de petrdleo bruto e diese, estas apresentaram uma similaridade de
aproximadamente 46%.

Proteinas constitutivas e diferenciais foram identificadas por analise em
espectrometria de massa e comparagdo com banco de dados. A metade das
proteinas analisadas apresentaram resultados como proteinas hipotéticas. No
entanto, para as proteinas identificadas, estas estdo envolvidas com fungdes como
degradacdo de compostos xenobibticos, biossintese de moléculas, reparo e
protecdo do DNA, proteinas transportadoras de membrana, sinalizacdo celular e
fatores de transcricao.
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7. PERSPECTIVAS

A bactéria A.junii SB132 se mostra como importante fonte de informacdes dos
processos de degradacdo de pouluentes. Assim, seu estudo podera desvendar
muito dos processos celulars envolvidos na biodegradacdo de compostos presentes
em combustiveis derivaados do petréleo e que sado importantes no contexto

ambiental.

O sequenciamento do genoma desta bactéria devera ser realizado a fim de se
obter as informaca contidas nas sequencias de DNA deste organismo. Estes dados
serdo Uteis na proposi¢ao de organismos geneticamenteo modificados, caso A. junii
nao seja utlizada como a gente biorremediador em funcédo da importancia médica
que espécies deste género estdo ganhando por estarem envolvidos com crescentes

casos de patogenias.

Estudos mais apurados do proteoma de A. junii SB132 deverao ser realizados
utilizando ténicas mais robustas, como a protedbmica shotgun de proteinas
intracelulares, extracelulares. Da mesma forma, os dados do metaboloma também
deverdo ser obtidos para verificacdo de quais transformagdes quimicas estao
ocorrendo durante o processo de biodegradacao de petroleo e diese.
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