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RESUMO 

O ambiente natural vem sofrendo elevados acúmulos de poluentes os quais não 

somente prejudicam o solo, as águas subterrâneas, rios, lagos, vias pluviais e o ar, 

mas também a saúde humana em virtude da formação de condições insalubres. 

Dentre os muitos efeitos, os derramamentos de petróleo e derivados acumulam no 

ambiente compostos xenobióticos que se tornam preocupantes pela sua persistência 

e seus efeitos nocivos à vida. Uma das soluções para esse problema é a 

biorremediação, uma ferramenta que utiliza microrganismos para degradação 

bioquímica desses compostos, transformando-os em substâncias menos, ou não 

tóxicas. Neste contexto, um estudo prévio isolou a bactéria A. junii SB132 de 

macrófitas do Rio Negro no porto de Manaus e confirmou sua identificação por 

morfologia e sequenciamento do gene 16S. Testes de biodegradação realizados em 

laboratório confirmaram a capacidade de esta bactéria degradar petróleo e diesel. O 

objetivo desta pesquisa foi identificar proteínas de A. junii SB132 envolvidas com 

vias de degradação de petróleo e diesel. Foram feitas análises de identificação 

usando proteínas ribossomais e análises fenotípicas como morfologia da bacteriana, 

perfil de sensibilidade a antibióticos e perfil plasmidial. A partir das proteínas 

extraídas de bactérias cultivadas em petróleo bruto 1,3%, diesel 1,3% e extrato de 

levedura 1,3%, foram feitos géis 2-DE e proteínas de spots similares e diferenciais 

foram identificadas por análise em espectrometria de massa e banco de dados no 

NCBI. A confirmação da identidade bacteriana foi obtida, bem como o perfil 

plasmidial. Estes dados revelaram que de fato a bactéria estudada nesta pesquisa é 

a A. junii e que esta possui plasmídeos com tamanhos de variam de 94.000pb a 

5.000pb. As proteínas putativas identificadas estavam relacionadas a processos 

celulares como degradação de compostos xenobióticos, biossíntese de moléculas, 

reparo e proteção do DNA, proteínas transportadoras de membrana, sinalização 

celular e fatores de transcrição. 

 

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

xenobióticos, microrganismo da Amazônia. 

 

 



 

 

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. Identified 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

Com a revolução industrial (por volta de 1750), um novo elemento foi 

acrescentado às paisagens urbanas: as altas chaminés de tijolos lançando no ar a 

fumaça de carvão e que respondem atualmente por grande parte da poluição 

atmosférica. Após a revolução industrial, com a utilização do petróleo e da 

eletricidade, o mundo moderno começa a se configurar até ao ponto como 

conhecemos atualmente, com muitas pessoas concentradas nos centros urbanos. 

No início, os resíduos de carvão e outras substâncias eram simplesmente 

descartados no ambiente natural como o solo e a água, sem qualquer preocupação 

com os resultados de tais atos, resultando no que é observado nos dias atuais, na 

degradação ambiental (Anonymous. Instituto Unibanco e Fundação Victor Civita, 

2003). 

A poluição se refere à presença de resíduos sólidos, líquidos ou gasosos em 

quantidade acima do que o ambiente natural consegue se recuperar, perdendo uma 

ou mais características naturais e tornando-se impróprio para os seres vivos. Todas 

as diferentes formas de poluição afetam a composição e o equilíbrio da atmosfera, 

das águas, do solo e do subsolo, interferem na cadeia alimentar, alteram os 

mecanismos naturais de proteção do planeta, prejudicam as espécies animais e 

vegetais existentes e podem ameaçar sua reprodução (Amorim et al., 2003). 

Classificar os tipos de poluição é meramente organizacional, pois todos 

possuem impactos importantes na vida. No entanto, a poluição industrial tem 

deixado muitas cicatrizes na natureza, pelos grandes prejuízos e que a torna de 

grande importância em qualquer discussão sobre biorremediação. Grande parte dos 

compostos poluentes liberados permanece no ambiente por muito tempo, pois não 

desaparecem por mecanismos naturais e causam sérios transtornos ecológicos 

(Barbieri, 1997). 

Dentre os compostos liberados no ambiente, os xenobióticos ganham um 

grande espaço como poluidores. Este é um produto químico que é estranho ao 

sistema biológico. Dentro desta classe estão os medicamentos (antibióticos, 

aspirina, β-bloqueadores, entre outros, que são xenobióticos em humanos porque o 

corpo humano não os produz, nem são parte da dieta normal), os pesticida 

(fungicidas, herbicidas, nematicidades, demais biocidas), resíduos industriais que 

possam contaminar os produtos alimentares ou o ambiente, aditivos alimentares, 
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resíduos de antibióticos usados na produção de carne, detergentes e lubrificantes 

usados em máquinas processadoras de alimentos (Marco, 2009). 

Os motivos pelos quais estes compostos xenobióticos são de grande 

importância estão relacionados aos efeitos nocivos à vida e a persistência no 

ambiente natural, características advindas da substituição incomum de algum 

elemento da molécula xenobiótica pelo cloro ou outro halogênio, presença de 

ligações químicas incomuns, anéis aromáticos altamente condensados e moléculas 

de altíssimo massa molecular, entre outros (Silva e Fay, 2004). Por esses motivos, 

compostos que estão presentes no petróleo podem ser considerados como 

xenobióticos. 

Portanto, os xenobióticos são químicos poluentes da biosfera e possuem 

estruturas moleculares e sequências de ligações químicas que podem não ser 

reconhecidas pelas enzimas degradativas existentes em organismos vivos. Desta 

forma esses compostos resistem à biodegradação, ou não são completamente 

metabolizados, resultando no acúmulo 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 xenobióticos sobre a 

adaptação, a diversidade e a evolução dos microrganismos. Além disso, podem 

elucidar rotas metabólicas utilizadas por esses na degradação de moléculas 

estranhas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 BIORREMEDIAÇÃO 

A biorremediação é um tratamento de ambiente contaminado baseado na 

degradação bioquímica dos contaminantes, ou substâncias tóxicas, por meio da 

atividade de microrganismos nativos, ou adicionados no local de contaminação, 

transformando-os em substâncias menos, ou não tóxicas (Andrade et al., 2010; 

Bernoth et al., 2000). Esta técnica pode ser empregada ex situ, na qual é feita a 

remoção física do material contaminado para o tratamento, e in situ, na qual é feito o 

tratamento no local de contaminação (Boopathy, 2000). 

Dentre as técnicas de biorremediação, algumas podem ser mencionadas para 

exemplificar a aplicação ex situ e in-situ, tais como: land farming (sistema de 

tratamento de fase sólida e pode ser feito in situ ou ex situ); compostagem (processo 

de tratamento termofílico e aeróbio em que o material contaminado é misturado com 

um agente que dá volume; pode ser feita usando pilhas estáticas ou pilhas aeradas); 

biorreatores (biodegradação em um recipiente, ou reator, e podem ser usados para 

tratar líquidos, ou lamas); bioventilação (método de tratamento de solos 

contaminados por meio da injeção de oxigênio no solo e consequente estimulação 

da atividade microbiana); biofiltros (utilização de colunas microbianas de extração de 

ar para o tratamento de emissões atmosféricas); bioaumentação (adição de culturas 

bacterianas para um meio contaminado; frequentemente usado em ambos os 

sistemas in situ e ex situ); bioestimulação (estimulação de populações microbianas 

que já existem nos solos, ou águas subterrâneas, fornecendo os nutrientes 

necessários); biorremediação intrínseca (atenuação natural do contaminante, na 

qual apenas o acompanhamento regular é feito); pump and treat (bombeamento das 

águas subterrâneas para a superfície do solo, seguido de tratamento e posterior 

reinjeção) (Boopathy, 2000). 

Porém, deve ser salientado que a biorremediação, assim como outras 

técnicas de remediação, é dependente de vários fatores que devem ser revistos 

para que se tenha sucesso na aplicação desta técnica. Estes fatores incluem: 

condições físicas, químicas e biológicas do local contaminado, pois as interações 

dos microrganismos com o ambiente garante que estes utilizarão o poluente como 

fonte de carbono e energia; concentração e tipo de contaminante, pois a velocidade 

de degradação depende das espécies químicas que são mais, ou menos 
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susceptíveis ao arcabouço enzimático dos microrganismos; e o tempo requerido 

para a degradação, ou a remoção do composto alvo (Andrade et al., 2010). 

Os microrganismos mais utilizados em biorremediação são bactérias, fungos 

filamentosos e leveduras. Destes, as bactérias são as mais empregadas e, por isso, 

são consideradas como o elemento principal em trabalhos que envolvem a 

biodegradação de poluentes (National Research Council, 1993). Logo, é necessário 

que os microrganismos certos sejam empregados, no momento e no lugar correto, e 

que os fatores ambientais sejam adequados para que o sistema enzimático dos 

microrganismos seja eficaz contra o poluente alvo. 

Dentre os fatores que afetam a eficácia da biorremediação, a natureza do 

poluente, ou contaminante, é de grande impacto. Como exemplo, muitos compostos 

não são susceptíveis a biodegradação, como metais pesados, radionuclídeos e 

alguns compostos clorados. Além disso, o metabolismo microbiano pode produzir 

compostos tóxicos por degradação incompleta, soma-se a isso quando o 

procedimento de biorremediação se torna intensivo quando as condições não estão 

dentro do que é tolerado. Por isso, são exigidos estudos prévios em pequena escala. 

Portanto, é necessário que se façam as seguintes perguntas antes do emprego da 

biorremediação: o contaminante é biodegradável? A biodegradação ocorre 

naturalmente no sítio contaminado? As condições apropriadas para a 

biorremediação existem no local? Se os resíduos não forem completamente 

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

Dados na literatura mostram a efetividade da utilização da biorremediação na 

recuperação de ambientes impactados, principalmente para derrames de petróleo. A 

recuperação do derramamento em 1989 na enseada de Prince William, Alaska, do 

Navio Exxon Valdez, foi o maior feito da biorremediação até hoje, pois todo óleo 

residual foi biodegradado por microrganismos nativos (por bioestimulação), após a 

adição de fertilizantes no local (Bragg et al., 1994). 

Derrames em condições experimentais trazem resultados que podem ser 

aplicados em uma condição real de poluição. Em um experimento de Delille et al. 

(2002), testou-se a eficiência da biorremediação em derrames de petróleo 

propositais em uma praia da ilha Grande-Terra, no Arquipélago de Kerguelen. O 

experimento mostrou que os pontos onde foram aplicados os “agentes da 

biorremediação” (microrganismos), o tempo de recuperação foi mais rápido em 
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relação aos pontos que não receberam esses agentes, mesmo que alguns resíduos 

remanescentes do petróleo tenham apresentado alta toxicidade. Produtos tóxicos 

podem ser extinguidos utilizando outros microrganismos que utilizam tais compostos 

tóxicos como fonte de carbono e energia, pois a liberação de um produto tóxico em 

uma condição real, seria mais danoso que o poluente primário. 

Em um outro caso de uso experimental da biorremediação realizado por 

Aparna et al. (2010), um consórcio microbiano foi utilizado na descontaminação 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 bioaumentação e a bioestimulação foram requeridas para iniciar 

e sustentar a degradação dos contaminantes dos sedimentos do lago, mostrando 

que houve utilização dos contaminantes do sentimento pelo consórcio de 

microrganismos. 

 

2.2 DERRAMAMENTO DE PETRÓLEO 

Em virtude da dependência do mundo pelo petróleo e derivados, durante a 

exploração, o refino, o transporte e as operações de armazenamento, acontecem 

derramamentos acidentais, ocasionando a contaminação dos solos, rios, dentre 

outros ambientes naturais. Tais ocorrências vêm motivando a realização de 

pesquisas relacionadas à remediação de sítios contaminados (Aislabie et al., 2004; 

Marín et al., 2006). 

Provavelmente, o primeiro derramamento de petróleo no mundo aconteceu 

em 1893 com o navio “Gluckauf". Devido a uma névoa espessa, ele encalha. Após 

tentativas de desencalhar, ele afunda na Ilha do Fogo, Nova Iorque, causando a 

primeira “maré negra” por um navio-tanque. Entre 1886 a 1906, 99% do transporte 

de petróleo era feito por estes navios-tanques. Outros derramamentos de grandes 

proporções aconteceram e cada um trouxe sérios problemas ao ambiente natural e 

ao homem, pois estes estiveram envolvidos na recuperação destes ambientes 

(Carnero, 2012). 

No Brasil, os derramamentos de petróleo são comuns e geralmente 

reportados e páginas eletrônicas (Rosa e Ordoñez, 2011; Bonis, 2011; Ritto, 2012). 

No entanto, muitos vazamentos de pequeno porte não são consideradas como 
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acidentes, pois a quantidade de óleo derramada é pequena. Tal fato é errôneo, visto 

que por serem menores, estes vazamentos não tem controle e tem um impacto 

ambiental muito grande. 

Derramamentos de petróleo importantes aconteceram no Brasil. Em 2011 na 

Bacia de Campos, a petroleira norte-americana Chevron foi responsável 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 Petrobrás que ligava 

a Refinaria Duque de Caxias (Reduc) ao terminal Ilha d'Água, na Ilha do 

Governador, rompeu-se provocando um vazamento de 1,3 milhão de litros de óleo 

combustível nas águas da baía. A mancha se espalhou por 40 km² (Ortiz, 2014). 

Outros derramamentos aconteceram no Brasil, também havendo grandes 

importâncias pelos impactos ambientais que causaram. 

Por ser a segunda maior produtora terrestre de petróleo do Brasil, a região 

amazônica, como a várzea dos rios Urucu e Amazonas (rota de transporte do 

petróleo Coari-Manaus), está em constate risco de acidentes ambientais. Os estudos 

que avaliam os danos causados à vegetação e animais são escassos, sendo que 

um derramamento de petróleo teria consequências catastróficas dado o papel 

ecológico fundamental das espécies na reciclagem de carbono e nutrientes da 

várzea. Caso essas plantas sofram agressão por meio do derramamento de 

petróleo, uma série de efeitos diretos e indiretos pode modificar todo o ecossistema 

do local (Lopes, 2007). 

No Amazonas, alguns eventos de derramamento de petróleo aconteceram e 

foram de grande impacto. Deve-se novamente ressaltar que eventos em pequena 

escala são importantes, mas que muitas vezes não são notificados. Em 2013, uma 

balsa tombou e causou o vazamento de óleo no Rio Negro, nas proximidades do 

Porto do São Raimundo, na Zona Oeste de Manaus. O acidente causou vazamento 

de aproximadamente 60 mil litros do óleo no local (Henriques, 2013). Em 27 de 

outubro de 1979, o petroleiro Gunvor MAERSK se incendiou e derramou 12.000 t de 

óleo combustível no rio Amazonas (Marinha do Brasil, 

https://www.mar.mil.br/tm/download/anuario/1981/10428.pdf). 

Nas regiões urbanas, ruas, igarapés que cortam a cidade e águas 

subterrâneas, são afetadas pelos pequenos e vazamentos que acontecem. Estes 
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pequenos derramamentos são negligenciados, mas são de grande importância, pois 

afetam diretamente a saúde humana, principalmente quando estes compostos 

nocivos se diluem nas águas subterrâneas, que por sua vez, serão consumidos com 

a água dos poços artesianos. Igarapés são também o destino de muitos desejos 

humanos e resíduos sólidos. 

Além dos impactos diretos do derramamento de petróleo sobre o ambiente 

natural e recursos naturais (a água, o solo, os animais e as plantas), a liberação de 

componentes constituintes do petróleo pode atingir grandes escalas e permanecer 

por tempos prolongados. Um exemplo é a liberação de hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (HPA) e benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos - isômeros: orto-, meta- 

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

 

2.3 ORIGEM, COMPOSIÇÃO E IMPORTÂNCIA AMBIENTAL DO PETRÓLEO 

Estima-se que aproximadamente 0,1% da matéria orgânica produzida pelos 

organismos fotossintéticos nos mares seja preservada nos sedimentos. Além disso, 

estima-se também que são produzidos aproximadamente 550 bilhões de matéria 

ogânica por ano pelos organicos fitoplanctônicos (PGT, 2010; Milani et al., 2000). 

Dado estas quantidades de matéria orgânica nos sedimentos e condições fisico-

químico-biológicas adequadas, transformações ocorrem e geram-se produtos que se 

acumulam nestes sedimentos. 

O processo de formação do petróleo ocorre pela diagênese da matéria 

orgânica acumulada nos sedimentos, na qual se inicia com a degradação da matéria 

orgânica por microrganimos (bactérias e fungos aerobóbios e anaeróbios) que se 

encontram na região mais superficial dos sedimentos. As proteínas e carboidratos 

são os mais instáveis, enquanto que os lipídeos e lignina são mais resistentes. Os 

residuos da degradação microbiana e moléculas mais resistentes passam por 

modificações químicas (perda de grupos funcionais e polimerização), que resultam 

na condensação e insolubilização da matéria orgânica. O produto final da diagênese 

da matéria orgânica é o querogênio, na qual é a fração insolúvel presente nas 

rochas sedimentares, e o betume, composto de hidrocarbonetos e não-

hidrocarbonetos solúveis, sendo resultado de biopolimeros pouco alterados (PGT, 

2000; Milani et al., 2000). 
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À medida que acontece a subsidência da bacia sedimentar (lento abatimento) 

o querogênio é soterrado a maiores profundidades e com isso a temperatura e 

pressão aumentam. Como resposta às novas condições ambientais, há a liberaçao 

de grupo funcionais e heteroátomos do querogênio, perda de hidrocarbonetos 

alifáticos e cíclicos, e aromatização da matéria orgânica. Esta fase é chamda de 

catagênese na qual resulta a formação de óleos que dependendo do estágio de 

evolução térmica alcançado pela rocha geradora, a quantidade de óleo é gerada em 

quantidades significativas. O último estágio é chamado de metagênese onde a 

evolução termíca chega ao extremo e a matéria organica é representada por metano 

e um resíduo de carbonos que não dará origem a petróleo (PGT, 2000; Milani et al., 

2000). 

Sendo assim, em função da sua formação, o petróleo é uma mistura 

complexa que contém vários compostos, na qual os hidrocarbonetos representam a 

fração majoritária, sendo que sua composição química e propriedades físicas variam 

de um campo petrolífero para outro. Devido, principalmente, à complexidade dessa 

mistura, normalmente o tratamento de áreas contaminadas por essas substâncias é 

bastante difícil e problemática (Andrade et al., 2010). 

O petróleo é constituído por uma mistura de hidrocarbonetos e, em menor 

quantidade, derivados orgânicos sulfurados, nitrogenados, oxigenados e 

organometálicos. Existem mais de dez mil hidrocarbonetos e outros componentes 

que formam o petróleo. Usando o sistema SARA (saturados-aromáticos-resinas-

asfautenos) os componentes do petróleo são divididos em: os saturados (15-60%), 

que correspondem aos ciclo-alcanos (naftênicos), alcanos ramificados e de cadeia 

linear (parafinas), como ciclo-hexano, n-decano, pristano, respectivamente; os 

aromáticos (3-30%) que são hidrocarbonetos mono e poliaromáticos, incluindo as 

formas alquiladas, como o benzeno, metil-naftaleno, benzo [a] pireno; as resinas que 

são hidrocarbonetos polares e heterocíclicos com N, S e O, que incluem os 

dibenzotiofeno, ácido naftênico (estrutura genérica de um ácido carboxílico alicíclico 

substituído com alquilo); e asfaltenos (em média 6%), estes são compostos grandes, 

heterocíclicos contendo N, S e O, com traços de metais pesados como o vanádio 

(McGenity, 2014; Zílio e Pinto, 2002). 

Assim como o petróleo, seus derivados também possuem importância quanto 

ao seu impacto ambiental. Isso porque derivados de petróleo resultam do processo 
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de destilação fracionada do petróleo e isso não garante que moléculas alifáticas 

sejam separadas das moléculas aromáticas, ou moléculas tóxicas sejam separadas 

das não tóxicas. Então, os derivados de petróleo também possuem moléculas 

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

De acordo com Zílio e Pinto (2002), as resinas e os asfaltenos, que são 

componentes policíclicos, de alto massa molecular, compreendendo átomos de 

nitrogênio, enxofre e oxigênio, são insolúveis em alcanos leves e, assim, precipitam 

com n-hexano. As resinas são mais solúveis, mas também são muito polares e 

fortemente retidas em sílica gel quando é realizada uma cromatografia líquida, a não 

ser que um solvente polar seja usado como fase móvel. 

Em um ambiente contaminado por petróleo e seus derivados, alguns 

poluentes se destacam frente aos demais. Esses compostos são os BTEX, HPA, 

aromáticos heterocíclicos e aromáticos substituídos, nos quais são compostos de 

importância ambiental, liberados não somente em processos petrogênicos (petróleo 

e derivados), mas também em processos pirogênicos (processos de combustão) e 

biogênicos (biotransformados) (Seo et al., .2009). Os compostos orgânicos voláteis 

(COV) também são importantes bem como os hidrocarbonetos totais do petróleo 

(HTP). Os HPA, HTP e BTEX são os principais alvos em estudos de biorremediação 

em função da toxicidade, mobilidade e persistência no ambiente, o os COV por 

serem gasosos e poluírem o ar. Por isso, qualquer contaminação por petróleo 

oferece risco não somente com o contato direito (inalação de vapores como 

exemplo), mas também na sua presença em recurso que são utilizados pelo homem, 

como a água (Andrade et al., 2010). 

Quando comparados os compostos aromáticos com os alifáticos de mesmo 

tamanho, os primeiros são mais persistentes no ambiente e mais tóxicos do que o 

segundo, bem como são mais solúveis em água resultando em maior mobilidade. 

Por isso, se dá maior importância aos compostos aromáticos no que diz respeito à 

poluição ambiental. Prova disso são os BTEX que atingem mais rapidamente as 

águas de mananciais de abastecimento e apresentam uma toxicidade crônica mais 

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

Os hidrocarbonetos aromáticos são compostos orgânicos contendo um ou 

mais anéis benzênicos, arranjados de forma linear, angular ou em grupos, podendo 

apresentar substituições de um ou dois carbonos do anel aromático pelo enxofre, 
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nitrogênio ou oxigênio. Além de surgirem por derramamento direito de petróleo, 

também surgem no ambiente por processos naturais e por processos 

antropogênicos, como a queima de derivados de petróleo (gasolina, querosene, óleo 

diesel) e do alcatrão como subproduto do processamento industrial (efluentes 

petroquímicos, resíduos de refinarias e indústrias de embarcações), da queimada de 

florestas, da incineração de resíduos industriais, da exaustão de motores 

automobilísticos, da fumaça de cigarro e do tabaco, entre outros (Barbieri, 1997). 

Os hidrocarbonetos monoaromáticos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e 

xileno) são constituintes do petróleo e derivados, gerados nas refinarias 

petroquímicas e possuem grande potencial de poluição por serem os compostos 

mais hidrossolúveis do petróleo (Mello, 2007). Devido aos problemas de vazamentos 

de gasolina de tanques subterrâneos, o BTEX tem contaminado solos e águas 

subterrâneas nesses locais. Estes eventos são gravíssimos quando se leva em 

consideração a toxicidade que eles possuem (Tiburtius et al., 2004). De fato, o 

benzeno é considerado o mais preocupante dentre os BTEX para a saúde pública 

segundo a International Agency for Research on Cancer – IARC, órgão da 

Organização Mundial da Saúde, bem como outras agências importantes, pois é 

classificado no Grupo I, ou seja, é uma substância comprovadamente cancerígena 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 constituído por cerca de 85 a 90% desses componentes 

aromáticos (Barbieri, 1997). O fenol é outro composto aromático resultado dos 

processos de refinamento de petróleo. Este composto é formado por um anel 

aromático ligado a um radical hidroxila e é amplamente usado na refinaria de 

petróleo e indústria petroquímica, indústria química e farmacêutica, e outras 

industrias. Assim, a presença de fenol em águas residuais geralmente são advindos 

desses processos industriais e seu aumento representa um perigo ambiental (Marrot 

et al., 2006). 

Os HPA são os compostos prioritários em estudos ambientais pela ação 

mutagênica e tumoral em sistemas biológicos (Meire et al., 2007). São formados por 

dois ou mais anéis benzênicos, constituídos exclusivamente por átomos de carbonos 

e hidrogênio, organizados de forma linear, angular ou agrupados. Sua origem vem 

da combustão incompleta de matéria orgânica, mas as maiores emissões têm sido 
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feitas a partir de processos industriais ligados a produção de aço e alumínio, 

exaustão de incineradores de rejeitos industriais, atividades petroquímicas, bem 

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

 

2.4 FISIOLOGIA E METABOLISMO BACTERIANO NA BIODEGRADAÇÃO DE 

HIDROCARBONETOS 

O metabolismo primário se refere ao uso de composto orgânico como 

substrato para obtenção de carbono e energia. Esse composto orgânico será um 

doador de elétrons e promoverá o crescimento e reprodução do organismo 

(microrganismos quimiorganotróficos). Esses e outros fatores, como presença ou 

ausência de receptores de elétrons, nutrientes, metabólitos ou substrato inibidores, 

condições de pH, temperatura, são os fatores limitantes do uso da biorremediação 

(Boopathy, 2000). 

Compostos orgânicos podem ser metabolizados por fermentação, respiração 

ou co-metabolismo (Barreto, 2001). Portanto, a biodegradação pode ser aeróbia ou 

anaeróbia, requerendo oxigênio ou outro composto, quase sempre inorgânico, como 

aceptor final de elétrons. Durante o processo de biodegradação por respiração 

celular aeróbia, em um solo contaminado com um poluente, os microrganismos 

utilizam o oxigênio disponível (fator limitante) como aceptor final de elétrons. Quando 

este oxigênio é totalmente consumido, os microrganismos aerotolerantes e 

anaeróbios, utilizarão outros aceptores de elétrons disponíveis, exemplo: nitrato, 

manganês, ferro, sulfatos, dióxido de carbono, entre outros. Quando o dióxido de 

carbono é utilizado, formam-se ácidos orgânicos para gerar metano. Este processo é 

chamado de respiração celular anaeróbia (Andrade et al., 2010; Tortora et al., 2005). 

A oxidação de hidrocarbonetos é catalisada, em sistemas biológicos, por 

diferentes classes de enzimas oxirredutoras (oxidases, desidrogenases, peroxidases 

e oxigenases/hidroxilases) (Halma, 2004). As oxidorredutases são as enzimas mais 

bem distribuídas e são mais diversas, e um grande número delas utiliza o oxigênio 

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 condições de aerobiose, as 

oxigenases são as enzimas mais importantes. Estas iniciam o processo de oxidação 

pela ativação do composto orgânico, tornando-o susceptível a outras enzimas 

oxidativas, bem como fazem a clivagem oxidativa. As monooxigenases atuam em 

hidrocarbonetos alifáticos e certos hidrocarbonetos aromáticos e adicionam um 

átomo de oxigênio a partir do oxigênio molecular e o outro oxigênio é reduzido à 

água. As diooxigenases atuam em hidrocarbonetos aromáticos e adicionam um ou 

dois átomos de oxigênio a partir do oxigênio 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; Pazmiño et al., 2010). As diooxigenases são divididas em 

duas classes: dioxigenases ferro-enxofre heme-dependente e dioxigenase ferro-

enxofre não heme-dependente (Rieske), sendo que neste último caso a maioria é 

dependente de NADH (Burton, 2003). Além disso, mesmo que a maioria das 

dioxigenases utilize um metal para auxiliar na ativação do oxigênio, um pequeno 

número de enzimas desse grupo tem sido isoladas que não requerem metal e 

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

 As vias de degradação de hidrocarbonetos são obtidas por meio de estudos 

com microrganismos que tem essa capacidade degradativa. Os microrganismos são 

cultivados no substrato de interesse, as proteínas são identificadas e as vias são 

estimadas. Além disso, proteínas novas podem ser identificadas. Estas informações 

ficam armazenadas em banco de dados de domínio público. 

Como exemplo da aplicação, Seo (2009) afirma que o naftaleno tem sido 

utilizado como composto modelo para se verificar a habilidade de bactérias em 

utilizar HPA como fonte de carbono, visto que é o mais solúvel e o mais simples. O 

autor mostra a via de degradação deste composto, onde começa com a hidroxilação 

por uma dioxigenase (naftaleno dioxigenase), em um dos anéis do HPA, seguido por 

uma sequência de passos enzimáticos para a metabolização do composto 

aromático, até resultar em salicilato (um anel aromático com um grupo OH e um 

COOH na posição orto-). O salicilato é convertido em catecol na qual sofre fissão do 
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anel (orto ou meta cliavagem) que dará origem a compostos que entrarão no ciclo de 

ácido cítrico. 

Muitos microrganismos utilizam a via β-cetadipato para degradação de catecol 

(anel aromático com duas hidroxilas ligadas na posição orto-) na qual a chave deste 

processo é a clivagem do anel aromático pela catecol dioxigenase e geração de 

acetil CoA e succinato no final do processo. A clivagem intradiol acontece na ligação 

carbono-carbono entre os dois grupos hidroxilas (orto-clivagem), produzindo ácido 

mucônico, necessitando também de Fe3+. A clivagem extradiol acontece na ligação 

carbono-carbono adjacente aos grupos hidroxilas (meta-clivagem), produzindo 

hidromuconaldeido (Pérez-Pantoja et al., 2009; Bugg, 2003). 

Para degradação de hidrocarbonetos alifáticos, Maeng et al. (1996), cita três 

vias para o ataque aos n-alcanos: via de oxidação monoterminal, na qual é mais 

representativo em espécies do gênero Pseudomonas; oxidação biterminal, 

presentes em muitos fungos e bactérias e ambos os grupos metil terminal do n-

alcano são hidroxilados; e oxidação subterminal. Em todos esses casos, o ataque 

inicial é feito por uma monooxigensase (hidroxilação) para produzir um 

correspondente álcool primário, ou secundário, 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 aromáticos) possui 

propriedades físico-químicas e recalcitrância diferentes dos HPA de baixa massa 

molecular. Desta forma, poucas bactérias têm sido isoladas capazes de utilizá-lo 

como única fonte de carbono. Além do mais, aumentam-se os sítios para ataque 

enzimático, levando a diversas vias e complexas reações que requerem diferentes 

tipos de enzimas. Então, a degradação de um HPA de alta massa molecular requer 

mais genes envolvidos, aumentando-se o potencial de novas, ou previamente 

conhecidas, enzimas e vias metabólicas. E mais, existe muita redundância de genes 

estruturais para degradação de HPA de alta massa molecular, na qual não estão 

organizados em operons como aqueles envolvidos na degradação de HPA de baixa 

massa molecular (Kim et al., 2009). 
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2.5 BIODEGRADAÇÃO DE PETRÓLEO 

A maior parte dos componentes do petróleo (60% a 90%) é biodegradável. 

Entretanto, o restante (10% a 40%), em estado bruto ou refinado, é recalcitrante. No 

entanto, mesmo tratando-se de uma porção menor, isto representa toneladas de 

poluentes impactando ecossistemas e sendo bioacumulados e biomagnificados na 

cadeia trófica. O destino destes compostos, após um derramamento, irá depender 

da interação entre vários fatores, podendo-se destacar a degradação microbiana 

(Crapez et al., 2002). Essa capacidade de degradação de hidrocarbonetos e 

utilização 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 distribuídos na natureza e que a degradação dependia 

principalmente da natureza química do poluente (Rosato, 1997). 

No entanto, apenas após três grandes derrames de petróleo na década de 60 

(naufrágio do Tanque Torrey Canyon na Inglaterra, Incidente de Santa Bárbara e o 

ocorrido na Flórida) é que se iniciaram as pesquisa focalizando os problemas da 

poluição ambiental e os destinos e consequências do derrame de petróleo (Rosato, 

1997). 

A biodegradação de petróleo por populações naturais de microrganismos é o 

primeiro mecanismo de eliminação de poluentes do ambiente. Alguns compostos 

são facilmente degradados, enquanto que outros persistem na natureza, visto que o 

petróleo é constituído e separado por frações: as parafinas, os cicloalcanos 

(compostos nafênicos), os aromáticos e uma porção asfáltica mais polar. 

Entres os muitos microrganismos que são capazes de degradar 

hidrocarbonetos do petróleo, destacam-se as bactérias dos gêneros 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 vários gêneros de fungos como, 

Cunnighamella, Fusarium, Candida, Penicillium, Pleorotus,  Trametes, Aspergillus e 

Chrysosporium. Existem aqueles capazes de degradar compostos alifáticos 
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saturados, outros de degradam hidrocarbonetos aromáticos e alguns conseguem 

metabolizar ambos (Cury, 2002).  

 

2.6 BIODEGRADAÇÃO DE COMPOSTOS AROMÁTICOS 

Os compostos aromáticos estão presentes na natureza fazendo parte, assim 

como outros, do ciclo global do carbono. Logo, já existe na natureza microrganismos 

que possuem o aparato enzimático necessário á degradação de compostos 

aromáticos.  

Embora diversos hidrocarbonetos aromáticos sejam considerados 

recalcitrantes, muitos processos contribuem para a degradação destes compostos. 

Fatores abióticos como a volatilização, a lixiviação e a fotodegradação contribuem 

para a retirada desses compostos aromáticos da natureza. No entanto, o processo 

mais importante para a retirada dos hidrocarbonetos aromáticos do ambiente é a 

biodegradação (Barbieri, 1997). 

Porém, os compostos de natureza aromática que o homem produz e causam 

danos ambientais como os pesticidas, detergentes, óleos, solventes, tintas ou 

explosivos, são os mais importantes quando se trata de poluição ambiental. Muitos 

desses compostos artificiais podem ser facilmente degradados pelos 

microrganismos que utilizam as mesmas enzimas necessárias para a degradação de 

compostos de ocorrência natural. 

Alguns microrganismos comprovadamente crescem em culturas com 

compostos aromáticos como única 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 concentrações mais altas aumentava o período de latência 

(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 gênero Pseudomonas são conhecidas por 

degradarem compostos aromáticos e são muito investigadas. Muitos outros 

microrganismos distribuídos nos vários grupos apresentaram capacidade de 

degradar compostos aromáticos (Silva et al., 2009; Rigo et al., 2010). 

Existem trabalhos onde microrganismos degradam compostos aromáticos 

para utilizarem como fonte de energia; estes são testados tanto individualmente 
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como na forma de consórcio (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 análise mais sofisticadas 

já disponíveis. 

Três espécies de bactérias dos gêneros Pseudomonas, Flavobacterium e 

Rodococcus foram isoladas de solo contaminado em Beijing, China, e degradaram 

eficientemente gasolina, bem como produziram biosufactantes. Outros compostos 

orgânicos como óleo diesel, benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) também 

foram facilmente degradados por estas três bactérias (Lu et al., 2006). Duas 

espécies bacterianas isoladas de águas residuais foram capazes de utilizar 

carbazole, composto aromático heterocíclico, como fonte de carbono, nitrogênio e 

energia. Essas bactérias foram identificadas como Cryseobacterium sp. e 

Achromobacter sp. As duas espécies em consórcio conseguem utilizar compostos 

similares ao carbazole, tal como fenantreno, naftaleno e imidazol (Guo et al., 2008). 

Três espécies de bactérias isoladas de solo contaminado foram capazes de 

utilizar óleo de máquina usado como única fonte de carbono. As espécies 

identificadas foram Flavobacterium sp., A. calcoaceticum e P. aeruginosa. Os 

resultados mostraram que estas apresentaram melhor potencial de degradação 

quando a concentração de células aumentava no meio contendo o poluente. Estas 

bactérias apresentaram potencial para biorremediação in situ e ex situ (Mandri e Lin, 

2007). 

 

2.7 CONSÓRCIO MICROBIANO 

É necessária uma grande diversidade de enzimas na degradação de uma 

grande diversidade de hidrocarbonetos, tais como os que constituem o petróleo. 

Uma prática rotineira é a utilização de consórcio microbiano para degradação de 

petróleo, devido à grande complexidade química deste composto. Compostos 

modelos também são utilizados para identificação de vias metabólicas, sendo uma 

prática mais favorável e menos dispendiosa quando se quer estudar os processos 

de biodegradação. 

Até o momento, nenhum estudo identificou alguma espécie microbiana que 

fosse capaz de degradar sozinha todos os componentes do petróleo. Dessa forma, é 
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necessária a existência de consórcios microbianos, onde cada grupo de 

microrganismos é capaz de mineralizar um determinado composto para minimizar a 

complexidade dos processos metabólicos envolvidos na degradação (Maciel, 2004; 

Crapez et al., 2002). 

A diversidade química e o surgimento de intermediários tóxicos são os 

maiores empecilhos para utilização de um único microrganismo como agente da 

biorremediação. Por isso, para alguns casos, faz-se necessária a associação de um 

conjunto de microrganismos na qual anulam as deficiências e desvantagens de cada 

microrganismo individualmente.  

O efeito do uso de consórcio de microrganismos para degradação completa 

de compostos hidrocarbonetos, não resulta apenas de um efeito aditivo das 

atividades individuais, mas sim um efeito sinérgico. O mecanismo envolvendo a 

biodegradação por um consórcio é muito complexo, mas é possível que alguma 

espécie remova metabólitos tóxicos resultado do metabolismo de outra espécie. 

Também é possível que uma segunda espécie degrade compostos que uma 

primeira consegue degradar parcialmente (Ghazali et al., 2004). 

A prova que a utilização de consórcio é eficaz na biodegradação de 

compostos poluentes são os resultados positivos dos artigos publicados em revistas 

científicas. Como exemplo, um experimento importante foi feito por Horowitz et al. 

(1975), na qual demonstra o significativo efeito do consórcio. Nesta pesquisa, o 

autor mostra que após exaustivo crescimento de uma cepa em petróleo bruto, o óleo 

residual suportou o crescimento de uma segunda e terceira cepa de bactéria, 

gerando novos compostos parafínicos do óleo residual. 

No experimento de Rambeloarisoa et al. (1984), oito cepas bacterianas foram 

capazes de degradar intensivamente o petróleo bruto, mas que apenas cinco destas 

foram capazes de crescer isoladamente em uma variedade de hidrocarbonetos. 

Quando três cepas foram removidas do consórcio, a eficácia da degradação foi 

consideravelmente reduzida. Estes dados fornecem uma informação importante: 

cada membro do consórcio tem um papel significativo e pode depender da presença 

de outras espécies para sobreviver quando as fontes de energia são limitantes ou 

confinados a complexos de carbono. 
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Em um consórcio microbiano, seis bactérias dos gêneros Bacillus, 

Pseudomonas e Micrococcus, isoladas de solos contaminados com hidrocarbonetos 

(petróleo e hidrocarbonetos individuais) na Malásia, foram capazes de crescer em 

petróleo bruto. Porém, quando testados individualmente Bacillus spp. não cresceu. 

Hidrocarbonetos individuais também foram usados como fonte de carbono, obtendo-

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

É importante destacar que a verificação 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 observações apontam aos fatores que afetam a biorremediação para que a 

melhor condição de crescimento seja estudada e a melhor medida seja tomada 

quando no ambiente natural. Nesse contexto, o tópico a seguir descreve a 

importância biotecnológica das bactérias do gênero Acinetobacter, utilizadas no 

presente estudo. 

 

2.8 IMPORTÂNCIA BIOTECNOLÓGICA DAS ESPÉCIES DO GÊNERO 

Acinetobacter 

O ambiente natural é a principal fonte de microrganismos que possuem 

potencial para biorremediação de ambientes impactados. A principal fonte de 

microrganismos com capacidade biodegradadora são os locais na qual foram 

expostos aos xenobióticos. Existem muitos mecanismos, que podem se combinar, 

para que comunidades microbianas possam se adaptar a presença de xenobióticos. 

Primeiras, as populações que toleram tal composto aumentam a população. 

Segundo, as células podem se adaptar sofrendo mutações de vários tipos. Terceiro, 

as bactérias podem adquirir informações genéticas a partir de populações 

filogeneticamente relacionadas, ou não, por trasferência horizontal (Top e Springael, 

2003). 

Dentre as comunidades microbianas nos diferentes ecossistemas, tais como 

solo, água doce, águas residuais e resíduos sólidos, muitas cepas pertencem ao 

gênero Acinetobacter, tendo crescente interesse por estas no ponto de vista médico, 

ambiental e biotecnológico. Bactérias deste gênero são conhecidas por estarem 

envolvidas na biodegradação, na lixiviação (extração de uma substância de um 
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sólido através da sua dissolução em um líquido) e remoção de muitos compostos 

residuais orgânicos perigosos produzidos pelo homem. É também bem conhecido 

que algumas cepas de Acinetobacter produzem importantes bioprodutos (Abdel-El-

Haleem, 2003). 

As espécies do gênero Acinetobacter pertencem ao filo Proteobacteria, a 

classe gammaproteobacteria, a ordem Pseudomonadales e a família Moraxellaceae. 

Estas bactérias apresentam colônicas encapsuladas e são geralmente não 

pigmentadas e mucoides. Estas são quimiorganotróficas e maioria pode crescer em 

meio mínimo com acetato, etanol, ou lactato, sendo que poucas podem crescer em 

meio mínimo com glicose (Hardy Diagnostics, 2015). O gênero compreende 

atualmente 17 espécies nomeadas válidas e 14 não nomeadas. Algumas espécies 

não relacionadas têm comum designiação, enquanto que outras espécies parecem 

ser congruentes, mas tem diferentes nomes (Djkshoorn e Nemec, 2008).  

As bactérias Acinetobacter spp. são oxidase-negativas, catalse-postivas, 

nitrato-negativas, não fermentadora de lactose em Ágar MacConkey, não-móveis, 

estritamente aeróbicas, Gram-negativas e aparecem como cocobacilos com arranjo 

diplococos ao microscópio. Elas podem usar muitas fontes de carbono para o seu 

crescimento, bem como podem ser cultivas em meios relativamente simples, como o 

ágar nutriente e ágar soja tripicaseina (Hardy Diagnostics, 2015; Abdel-El-Haleem, 

2003). 

Estudos realizados focaram o isolamento e a caracterização da atividade de 

acinetobacterias sobre diversos compostos poluentes e xenobióticos. Estes estudos 

iniciam com isolamento do organismo de um local contaminado, ou não, até a 

caracterização da atividade biodegradadora. Os substratos normalmente 

empregados para os estudos em laboratório que utilizam acinetobactérias são fenol 

(Adav et al., 2007; Wang et al., 2007; Cordova-Rosa et al., 2009; Sun et al., 2012), 

óleo de motor (Basuki et al., 2011), diesel (Bhawsar et al., 2012; Bento et al., 2003), 

petróleo (Lal e Khanna, 1996), hidrocarbonetos alifáticos (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 aminoácidos (Kim et al., 2001). Por estarem 

envolvidas nesses processos de biodegradação, as acinetobactérias são ditas como 
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uma das principais degradadoras de n-alcanos no grupo das Gram-negativas, 

juntamente com as Pseudomonas spp. (Geißdörfer et al., 1999).  

Pesquisas aplicadas têm fornecido informações acerca do potencial para 

biorremediação das acinetobactérias. Enzimas envolvidas em processos de 

biodegradação já 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 degradação de n-alcanos de 

cadeia longa foram identificados (Throne-Holst et al., 2007; Geißdörfer et al., 1999). 

O gene de catechol 1,2-dioxygenase de A. radioresistens envolvidos na degradação 

de fenol, foram clonados (Caposio et al., 2002). O proteoma de Acinetobacter sp 

crescida em benzoato como única fonte de carbono, foi obtido, na qual foram 

identificadas proteínas relacionadas a via do β-cetoadipato (Kim et al., 2003). 

 

2.9 ANÁLISE PROTEÔMICA EM PROCESSOS DE BIODEGRADAÇÃO 

O proteoma é o conjunto completo de proteínas expressas em uma célula ou 

tecido, se alterando frente a diferentes condições e estímulos. Devido a essa 

natureza dinâmica, a proteômica investiga possíveis funções de proteínas, 

processos metabólicos e, na era pós-genômica, o controle da expressão gênica e 

seu impacto no metabolismo celular. Assim, diversas informações são geradas, 

como: quais proteínas são expressas, níveis e momentos de expressão destas 

proteínas, modificações pós-traducionais, respostas expressas pelas células em 

diferentes situações ou tratamentos, diferenças moleculares entre linhagens e 

interação gênica (Silva et al., 2007). 

Neste contexto, a proteômica pode ser usada como uma ferramenta para que 

se entendam os mecanismos de biodegradação de compostos poluentes. A 

caracterização das vias metabólicas envolvidas na degradação destes compostos 

poluentes pode possibilitar a construção de sistemas de biorremediação utilizando 

amostras bacterianas isoladas de diversos ambientes, principalmente ambientes 

contaminados, bem como a proposição de organismos geneticamente modificados, 

pela clonagem de genes específicos codificadores de enzimas de interesse para a 

biorremediação. 
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Os estudos envolvendo degradação de compostos poluentes, como por 

exemplo os HPA, são tradicionalmente realizados em partes, utiliznado-se de 

ferramentas como a caracterização química de intermediários de vias metabólicas, 

caracterização de enzimas envolvidas, métodos de genética molecular tais como 

clonagem, sequenciamento e mutagênese por knockout. No entanto, esses estudos 

não mostram a resposta celular global, as interações entre as vias, bem como não 

identificam novos componentes-chave (Kim et al., 2009). Em face disso, as 

abordagens funcionais e modernas, como a proteômica, trazem dados que serão 

muito úteis para o entendimento dos mecanismos de biodegradação 

Na proposição de uma via metabólica, os dados proteômicos servem como 

confirmador do potencial genético de determinado microrganismo para degradação 

de um substrato de interesse. Um exemplo bem interessante desta aplicação é o 

microrganismo Mycobacterium vanbaalenii, um dos organismos degradadores de 

HPA de alta massa molecular mais estudados (quatro ou mais anéis aromáticos). 

Nos estudos iniciais deste microrganismo, os dados genômicos ainda não estavam 

disponíveis e uma reduzida quantidade de proteínas foi identificada (Khan et al., 

2001; Wang et al., 2000; Kim et al., 2004b). Após a disponiblidade de dados 

genômicos, rotas metabólicas de degradação de HPA foram propostos por análise 

proteômica (Kim et al., 2007; Kweon et al., 2007). 

Como no caso de Mycobacterium vanbaalenii, é importante que dados 

genômicos estejam disponíveis para que se tenha eficiência na identificação de uma 

grande quantidade de proteínas. Primeiro, porque dados proteômicos confirmam o 

que estava previsto no genoma, segundo que a segurança na identificação de 

proteínas individualmente é diminuída quando não se tem dados genômicos, pois 

dados genomicos de outros organismos aumentam os erros. Os bancos de dados 

genômicos são, então, tão importantes que sua falta gera um árduo trabalho para 

identificação de proteínas como na identificação por degradação de Edman, seguido 

de amplificação da sequência gênica, ou pelo sequenciamento espectrométrico por 

sequenciamento de novo. 

Em estudos com Acinetobacter sp., Kim et al (2003) encontrou proteínas 

envolvidas na degradação de benzoato, tais como β-cetoadipato succinil-CoA 

transferase, trealose phosphatase e catecol 1,2-dioxigenase, usadas na via do β-

cetoadipato. Giuffrida et al. (2001), também propôs pela análise proteômica a 
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utilização de fenol e benzoato como fonte de carbono pela A. radioresisten, pela via 

do β-cetoadipato. Kahng et al. (2002), também propôs a via do β-cetoadipato usada 

pela A. iwoffii ao utilizar p-hidroxibenzoato como única fonte de carbono. Kim et al. 

(2004a), estudando a biodegradação de anilina, 3-metilanilina, 4-metilanilina, 

benzoato e p-hidroxibenzoato por Pseudomonas sp. K82, propôs três vias de 

biodegradação, a via CD2,3, a via do β-cetoadipato e a via PCD4,5. 

As proteínas são separadas por eletroforese bidimensional (2-DE) e 

identificadas por espectrometria de massa (MS). A 2-DE é uma técnica que já era 

utilizada há bastante tempo, mas devido à sua baixa reprodutibilidade, ela passou a 

ser empregada apenas após seu melhoramento, com a utilização de gradiente de 

pH imobilizado (Görg, 2004). Com a relação a MS, esta técnica já era utilizada para 

estudos de moléculas inorgânicas pequenas, mas foi aperfeiçoada para estudos de 

moléculas maiores, como proteínas, sem que ocorra destruição destas durante o 

processo (Yates, 1998). O aperfeiçoamento da técnica de 2-DE e MS possibilitaram 

os avanços nos estudos de proteínas em larga escala e o surgimento do conceito de 

proteoma (Silva et al., 2007). 

Baseado nas questões da poluição do ambiente natural por componentes 

recalcitrantes e tóxicos presentes no petróleo e derivados, e seus efeitos na saúde 

humana, os estudos proteômicos são necessários para se obter melhor 

compreensão dos diversos processos celulares e proposição de vias metabólicas 

envolvidas na biodegradação de tais poluentes.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 GERAL 

Identificar proteínas de Acinetobacter junii SB132 envolvidas com vias de 

degradação de petróleo e diesel. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

1) Caracterizar A. junii SB132 quanto a sua morfologia por métodos clássicos 

em microbiologia; 

2) Obter o perfil de sensiblidade de A. junii SB132 a antimicrobianos; 

3) Confirmar a identidade taxonômica de A. junii SB132 por espectrometria de 

massa; 

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

5) Obter a curva de crescimento de A. junii SB132 cultivada em diferentes 

substratos (petróleo bruto, diesel e extrato de levedura); 

6) Obter os géis bidimensionais das proteínas extraídas de A. junii SB132 

cultivadas em diferentes substratos (petróleo bruto, diesel e extrato de 

levedura); 

7) Comparar os géis bidimensionais para determinação de pontos protéicos 

simlilare e diferenciais; 

8) Identificar proteínas similares e diferenciais por espectrometria de massa e 

análise em bancos de dados, e verificar as vias metabólicas na qual as 

proteínas estão envolvidas. 

 

 

 

 

 

 



4. MATERIAL E MÉTODOS

As etapas realizadas nesta pesquisa 

Figura 1. Fluxograma das etapas desenvolvidas na pesquisa.

4.1 MEIOS DE CULTURA

Para pré-inóculos foi utilizado o caldo Luria

extrato de levedura 5g e NaCl 5g) e para manutenção dos estoques de culturas 

preservadas foi utilizado 

Haas) (Difco) semisólido

perfil de crescimento e cultura para extração de proteínas, foi utilizado o 

(Difco) (por litro - MgSO4

e FeCl3 0,05g) adicionados de petróleo bruto, diesel e extrato de levedura

meios foram autoclavados a 121°C por 15min a pressão de 1,5 atm para 

esterilização. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

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

Figura 1. Fluxograma das etapas desenvolvidas na pesquisa. 

 

4.1 MEIOS DE CULTURA 

inóculos foi utilizado o caldo Luria-Bertani (por litro 

extrato de levedura 5g e NaCl 5g) e para manutenção dos estoques de culturas 

preservadas foi utilizado LB (Luria-Bertani) semisólido (Ágar 0,75%) e BH

semisólido (Ágar 0,75%) adicionados de petróleo 1,3%. 

perfil de crescimento e cultura para extração de proteínas, foi utilizado o 

4 0,20g; CaCl2 0,02g; KH2PO4 1g; (NH4)2

adicionados de petróleo bruto, diesel e extrato de levedura

meios foram autoclavados a 121°C por 15min a pressão de 1,5 atm para 
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mostradas abaixo na Figura 1. 

 

Bertani (por litro - triptona 10g, 

extrato de levedura 5g e NaCl 5g) e para manutenção dos estoques de culturas 

0,75%) e BH (Bushnell-

1,3%. Para obtenção 

perfil de crescimento e cultura para extração de proteínas, foi utilizado o caldo BH 

2HPO4 1g; KNO3 1g; 

adicionados de petróleo bruto, diesel e extrato de levedura. Todos os 

meios foram autoclavados a 121°C por 15min a pressão de 1,5 atm para 
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4.1.1 Substratos para crescimento bacteriano: petróleo bruto e diesel 

O petróleo bruto que foi utilizado em toda a análise foi gentilmente cedido pelo 

grupo de pesquisa do Prof. Dr. José Odair Pereira. Este petróleo é proveniente da 

província petrolífera de Urucu, sendo considerado um petróleo leve e de alta 

qualidade, com 44° API. Após análises por cromatografia gasosa acoplada ao 

espectrômetro de massa (CG-EM) feito com este petróleo bruto, verificou-se que 

este apresenta os seguintes componentes aromáticos: naftaleno/naf-D8, 2 e 1-

metilnaftalenos, bifenil, dimentilnaftalenos, trimetilnaftalenos, metilfluorenos, 

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

O Diesel foi obtido pela compra em um posto de gasolina da Petrobras, 

localizado na cidade de Manaus. Segundo especificações do produto, o diesel é 

formado pela união de frações de destilados de petróleo bruto (óleo diesel leve e 

pesado, nafta, querosene e gasóleo leve de vácuo). Estas são misturas complexas 

de petróleo, compostas primeiramente por hidrocarbonetos saturados (parafínicos e 

naftênicos), ou aromáticos, com cadeia carbônica composta de 9 a 30 átomos de 

carbono (Petrobrás, 2014). 

 

4.2 AMOSTRA BACTERIANA 

A bactéria A. junii SB132 foi isolada das folhas de Eichhornia crassipes(Mart.) 

Solms, Pontederiaceae (número de catalogação INPA 259.239) (Figura 2), por meio 

da capacidade de utilizar petróleo como única fonte de carbono (Figura 3) (Araújo, 

2014). A identificação bacteriana foi realizada utilizando a morfologia do envelope 

celular e o sequenciamento de parte da região gênica 16S, obtendo-se identidade 

máxima 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 ágar 0,75%) e BH-soft com petróleo (BH, petróleo e ágar 0,75%) em 

temperatura ambiente. A preservação foi precedida de um crescimento em petróleo 

como única fonte de carbono. 

Pela classificação do Minsitério da Saúde (Souza et al., 2006) espécies do 

gênero Acinetobacter são agrupadas na classe de risco biológico 2. Esta classe 

consiste de agentes biológicos que possuem moderado risco individual e limitado 

risco para a comunidade. Portanto, por procedimento padrão e pela classificação de 



riscodeste organismo, todas as condições trabalhadas no laboratório foram mantidas 

adequadas quanto aos cuidados no manuseio

materiais utilizados. 

Figura 2. Localização de coleta de macrófita aquática. 

porto de Manaus (área mostrada pela seta vermelha). A partir da superfície de suas folhas, 

SB132 foi isolada. A localização global é S 3°8`50.30” e W 59°57`22,20”, com elevação de 39m 

(Araújo, 2014). A imagem foi obtida com o Google Earth 2014.

 

Figura 3. Atividade biodegradadora de 

diesel 1,3%, (B) petróleo bruto 1,3% e (

observado pela formação de turvação 

e C). Foto: Souza-Neto. 

 

 

, todas as condições trabalhadas no laboratório foram mantidas 

adequadas quanto aos cuidados no manuseio, esterilidade e descontaminação

Figura 2. Localização de coleta de macrófita aquática. E. crassipes foi coletada no Rio Negro, no 

porto de Manaus (área mostrada pela seta vermelha). A partir da superfície de suas folhas, 

SB132 foi isolada. A localização global é S 3°8`50.30” e W 59°57`22,20”, com elevação de 39m 

(Araújo, 2014). A imagem foi obtida com o Google Earth 2014. 

Figura 3. Atividade biodegradadora de A. junii SB132. Fotos tiradas após 24h de cultivo 

sel 1,3%, (B) petróleo bruto 1,3% e (C) em extrato de levedura 1,3%. O c

observado pela formação de turvação nos cultivos nas três fontes de carbonos citadas( s

43 

, todas as condições trabalhadas no laboratório foram mantidas 

e descontaminação dos 

 

foi coletada no Rio Negro, no 

porto de Manaus (área mostrada pela seta vermelha). A partir da superfície de suas folhas, A. junii 

SB132 foi isolada. A localização global é S 3°8`50.30” e W 59°57`22,20”, com elevação de 39m 

 

Fotos tiradas após 24h de cultivo em (A) 

C) em extrato de levedura 1,3%. O crescimento bacteriano é 

nos cultivos nas três fontes de carbonos citadas( substrato A, B 
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4.3 MORFOLOGIA DE COLÔNIAS E CELULAR 

As células utilizadas para coloração foram crescidas em meio BH líquido e 

sólido (ágar 1,5%) acrescido de petróleo bruto 1,3%, diesel 1,3% e extrato de 

levedura 1,3%, crescidas por 24h. Após este tempo, as colônias foram visulizadas 

para verificação do formato e tamanho. A coloração para visualização de cápsula 

consistiu em misturar em uma lâmina uma colônia com 2μL de água destilada, 

seguido de adição de 2μL de tinta da China. Em seguida, deslizou-se sobre a 

mistura uma lamínula e deixada para secar ao ar. Em seguida, as células foram 

coradas com fuscina por 2 minutos. Para visualização da morfologia celular, a 

amostra bacteriana foi corada pelo método de coloração de Gram. A coloração de 

Gram consistiu em fixar uma colônia por calor, seguido de coloração com fucsina por 

1,5 minuto e lavagem com água destilada. Todas as colorações foram visualizadas 

em microscópio óptico com aumento de 1000x. 

 

4.4 ANÁLISE DA NATUREZA QUÍMICA DO ENVELOPE BACTERIANO 

Para verificação da natureza química do envelpe bacteriano, utilizou-se a 

coloração com agente fluorescente e teste de viscosidade. Para coloração com 

agente fluorescente, uma colônia fixada por chama foi corada com laranja de 

acridina 97% por 2 minutos, enxaguada com água destilada, lavada com solução de 

álcool/acetona 1:1 por 10 segundos e corada com fluoresceina de sódio 0,002% por 

2 minutos (Ciancaglinni e Sforza, 2002). As células coradas foram visualizadas em 

microscópio óptico com aumento de 1000x. Para o tesde de viscosidade, com auxilio 

de um palito, colocou-se uma colônia em uma lâmina 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 o aparecimento de viscosidade.  

 

4.5 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS 

O teste de sensibilidade de A. junii a antibióticos foi realizado segundo as 

Normas de Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana (Anonymous. 

NCCLS, 2005), adequando-se algumas condições ao microrganismos-teste.  De 

uma placa de bactérias crescidas por no máximo 24h, foram retiradas algumas 

colônias e ressuspendidas em solução salina 0,85% estéril. Mediu-se a densidade 
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celular em espectrofotômetro 625nm e ajustou-se o volume da suspensão para 0,1 

de absorbância (equivalente a 0,5 McFarland). Mergulhou-se um palito com algo 

algodão estéril nesta suspensão 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 diâmetro) contendo meio Müeller-Hinton sólido (70mL) por três vezes, 

girando a placa 60° a cada esfregaço. A placa foi deixada em repouso por 3 minutos 

a fim de absorver o excesso de umidade. Em seguida, com auxílio de uma pinça, foi 

colocado uma unidade de multidiscos de antibióticos (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 inibição a área sem crescimento detectável a olho nu. Os 

diâmetros dos halos foram interpretados como resistentes, resistência intermediária 

e sensíveis. 

 

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 colônia isolada foi inoculada em meio LB líquido e a cultura foi 

incubada a 30°C com agitação a160 rpm, por 14h. A extração do DNA plasmidial foi 

realizada por lise alcalina e coluna de afinidade utlizando os kits QIAprep Spin 

Miniprep (Qiagen) e Large-Construct (Qiagen). O DNA plasmidial obtido a partir das 

preparações 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 coloração 

com brometo de etídeo foi realizada com 12h de coloração e 24 de descoloração, 

após corrida do gel. O tampão utilizado foi o TAE (2,44g Tris-Base, ácido acético 

0,57mL, EDTA 0,5M pH 8,0 10mL para 500mL).  

 

4.7 IDENTIFICAÇÃO BACTERIANA POR ESPCTROMETRIA DE MASSA 

Os inóculos foram preparados segundo o item 4.8.1 até atingir 24h de 

crescimento nas três condições de cultivo (petróleo 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 200μL de água deionizada e foi 
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transferido 100μL da ressuspensão para um microtubo de 1,5mL. Foi adicionado 

900μL de etanol 100%, seguido por centrifugação a 13000 rpm por 2 minutos. Após 

descarte do sobrenadante, as células foram deixadas para secar por alguns minutos 

em capela de exaustão. As células secas foram ressuspendidas, com auxílio de uma 

ponteira, com 300μL de solução aquosa de ácido fórmico a 70%, seguido por adição 

de 300μL de acetonitrila e homogeneizado no vórtice. As amostras foram 

centrifugadas por 2 minutos a 13000 rpm. Do sobrenadante, foram aplicados em 

seis poços de placa de aço (especificação) para cada condição, 1μL de 

sobrenadante em cada poço e deixado a temperatura ambiente até secar. Em 

seguida, aplicou-se 1μL de matriz (10mg de CHCA, 500μL de acetonitrila, 100μL de 

TFA 3% e 400μL de água deionizada) em cada poço com amostra e esperou-se 

secar. As amostras foram analisadas no modo automático no Microflex (Bruker). Os 

resultados foram dados e escores sendo que valores entre 2300 a 3000 indicam alta 

probabilidade de identificação da espécie, e 2000 a 2999 indicam provável 

identificação da espécie. 

 

4.8 PERFIL DE CRECIMENTO BACTERIANO 

4.8.1 Preparo de pré-inóculos e inóculos 

A partir de amostras bacterianas preservadas em BH semisólido acrescido de 

petróleo, com auxílio de uma alça de platina estéril, uma alçada de massa celular foi 

inoculada em 5mL meio LB caldo em tubos de ensaio com tampa rosqueável (10mL) 

e estes foram incubados por 16 a 24h, a 30°C, sob agitação de 140 rpm. Pra 

preparo do inóculo, foi retirado 1mL da cultura de pré-inóculo e medida a densidade 

celular em espectrofotômetro a 600nm de comprimento de onda. Novamente, 1mL 

da cultura foi colocado em um microtubo de 1,5mL estéril 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 (petróleo 1,3%, diesel 1,3% e estrato de levedura 1,3%). Estes 

inóculos 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 diluições de 1/10 quando a densidade óptica atingiu o valor próximo de 1 

para evitar erros de leitura. O experimento foi realizado utlizando-se de três frascos 

na qual se coletou os pontos de medida da densidade celular. 

 

4.9 OBTENÇÃO DO EXTRATO PROTÉICO 

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 tampão Tris-HCl (50mM pH 7,5), centrifugado novamente a 4000 rpm, a 4°C, por 

15min. Em seguida, 1mL de tampão de lise (7M ureia, 2M tioureia e 4% CHAPS, 

50mM DTT) acrescido de 10% m relação a massa de células, 1% de solução tampão 

de anfólitos (IPG) com faixa de pH 3-11 e 1mM inibidor de serino e cisteíno 

proteases fenilmetilsulfonil frureto (PMSF), foram adicionados ao sedimento. As 

células foram lisadas utlizando sonicador (Fisher 100 Sonic Dismembrator) com três 

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 

rpm, a 4°C. O sobrenadante foi distribuído em volumes de 100μL em microtubos de 

1,5mL. Foi adicionado 5V de solução gelada de clorofórmio e metanol na proporção 

de 1:4, respectivamente. Em seguida, os tubos foram agitados em vórtice 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 à 

temperatura ambiente e estocado a -20°C. Para a quantificação de proteínas foi 

utilizado o kit BCA (Protein Assay Reagent Pierce). 
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4.10 ANÁLISE DAS PROTEÍNAS POR ELETROFORESE 

4.10.1 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) 

Para análise da qualidade das proteínas extraídas a eletroforese 

unidimensional foi realizada. Um tubo com pellet de massa quantificada foi 

solubilizado em 100µL de tampão desnaturante (Tris-HCl 0,2M pH 6,8; 4% (v/v) 

SDS; 4% (v/v) β-mercaptoetanol; 20% (v/v) glicerol; 0,1% (p/v) azul de bromofenol) e 

colocados por 5min a 100°C em banho de água. Após este procedimento, 5, 10 e 

15µg de proteínas de cada condição foram aplicados em poços de gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE 12%). Utilizou-se tampão Tris-Glicina 1x pH 8,3 (Tris 

0,025M; Glicina 0,192M, SDS 0,1%), tensão máxima 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 

proteínas foram fixadas no gel por 30min em solução fixadora (10% (v/v) de ácido 

acético; 40% (v/v) de metanol), seguido de coloração com azul de Comassie R-350 

overnight e descorado com solução específica (etanol 25% e ácido acético 8%) e 

água deionizada. O gel foi digitalizado utilizando Lab Scam 5.0. 

 

4.10.2 Eletroforese bidimensional (focalização isoelétrica e SDS-PAGE) 

As amostras de proteínas foram dissolvida em solução de reidratação ( 1% de 

anfólitos (tampão IPG pH 3-11), ambos da GE Healthcare. Um volume que 

correspondeu a 250µg de proteínas, foi aplicado a uma ImmobilineDryStrip de 13cm 

(GE Healthcare, pH 3-11NL), reidratadas durante 10h e submetidas a focalização 

isoelétrica durante 12h em EttanIPGphor II (AmershanBioscience) a 20ºC com uma 

tensão limite de 50mA/strip, com os seguintes passos: 1. 150V/2h; 2. 300V/2h; 3. 

1.000V/4h (gradiente); 4. 8.000V/2h (gradiente); 5. 8.000V/2h. Após focalização, as 

strips foram equilibradas em solução de equilíbrio I (ureia 6M, SDS 2%, glicerol 

29,3%, Tris-HCl 1,5M pH 8,8 e DTT 0,5%) e posteriormente alquiladas com solução 

de equilíbrio II (ureia 6M, SDS 2%, glicerol 29,3%, Tris-HCl 1,5M pH 8,8 e 

iodoacetamida 2,5%), submetidas em seguida à separação pela massa molecular 

por SDS-PAGE (gel de poliacrilamida 12%). A visualização foi realizada como 

descrito no item 4.10.1.Para as análises do perfil proteômico, os géis foram 

previamente digitalizados utilizando LabScam 5.0, seguido de análise no programa 
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Image Master Platinum, versão 6.0 (GE Healthcare), com os valores de saliência e 

smooth, igual a 100 e 2, respectivamente, realizando-se correções manuais. Foram 

obtidos no mínimo três géis com 70% de similaridade dentro de cada condição. Para 

cada condição, gel com maior número de spots foi considerado como gel referência. 

Os géis referência de cada condição experimental foram comparados entre si 

usando o programa Image Master Platinum, versão 6.0 (GE Healthcare), para 

verificação da similaridade e expressão diferencial. 

 

4.11 ANÁLISE DAS PROTEÍNAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA 

4.11.1 Preparo das amostras 

Os spots (pontos protéicos) selecionados foram categorizados em três 

grupos, de acordo com a fonte de carbono utilizada: específicos para petróleo bruto, 

detectados simultaneamente em petróleo bruto e diesel, e comuns às três condições 

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 500µL de solução descorante (50% 

(v/v) de metanol; 2,5% (v/v) de ácido acético) seguido de incubação por 2h a 

temperatura ambiente. Descartou-se o descorante e repetiu-se o processo mais uma 

vez até a completa descoloração dos géis/spots. Em seguida, foram submetidos a 

duas etapas de desidratação com 200µL de acetonitrila 100% por 5 minutos cada. 

Em cada etapa, acetonitrila foi descartada e os tubos foram deixados à temperatura 

ambiente para evaporação da acetonitrila restante (3 a 5min). Os géis/spots foram 

reduzidos com 30µL de solução contendo DTT (ditiotreitol10mM; bicarbonato de 

amônio 100mM) por 30min. A solução de DTT foi então removida e as amostras 

foram alquiladas com 30µL de solução contendo IAA (iodoacetamida50mM; 

bicarbonato de amônio 100mM) por 30min em câmara escura a temperatura 

ambiente. Após a remoção da solução de IAA as amostras foram lavadas com 

100µL de bicarbonato de amônio 100mM e incubadas por 10min. Essa solução foi 

então descartada e o gel foi desidratado com 200µL de acetonitrila 100% durante 

5min e então reidratado com 200µL de bicarbonato de amônio 100mM por 10min. 

Duas desidratações com acetonitrila 100% foram novamente realizadas conforme 

descrito anteriormente e ao final as amostras foram mantidas a temperatura 

ambiente para evaporação da acetonitrila residual. 
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4.11.2 Obtenção dos fragmentos trípticos 

Para a digestão proteolítica in gel, os spots selecionados foram reidratados 

em 20µL de solução de tripsina (Promega) (20ng/µL) em tampão contendo 50mM de 

bicarbonato de amônio), em banho de gelo por 30min. Após este tempo, o excesso 

da solução de tripsina foi descartado e adicionado 20µL de bicarbonato de amônio 

50mM. As amostras foram incubadas a 37° C por 16 horas. Para a extração dos 

peptídeos do gel foi adicionado 20µL de solução de extração I (ácido fórmico 5%) e 

mantido por 5min a temperatura ambiente. Todo o volume foi recuperado para um 

novo tubo e ao gel foi adicionado 15µL de solução de extração II (ácido fórmico 5%; 

acetonitrila 50%) e incubado por 10min a temperatura ambiente. Novamente foi 

recuperado todo o volume e adicionado mais uma vez solução de extração II (ácido 

fórmico 5%; acetonitrila 50%) e incubado por 10min a temperatura ambiente. Em 

seguida, as amostras foram liofilizadas e armazenadas a -20ºC até sua aplicação no 

espectrômetro de massa. 

 

4.11.3 Obtenção dos espectros de massa 

A análise por espectrometria de massa (MS) foi feita em espectrômetro 

Ultraflex III MALDI TOF/TOF (Bruker Daltonics) e no espectrômetro MALDI-TOF-

TOF Autoflexspectrometer (Bruker Daltonics) no Centro de Biotecnologia da 

Amazônia – CBA. As amostras foram ressuspendidas em água deionizada e 

misturadas com matriz α-ciano-4-hidroxicinâmico (10mg de CHCA, 500μL de 

acetonitrila, 100μL de TFA 3% e 400μL de água deionizada) na proporção 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 calibração externa 

foi feita utilizando padrões de peptídeos de massa conhecida de 1000–3200 Da 

(Bruker Daltonics): angiotensina II, angiotensina I, substância P, bombesina, ACTH 

clip 1-17, ACTH clip 18-39, somatostatina 28). 

 

4.11.4 Identificação das proteínas 

Os espectros de massa MS foram analisados para identificação da proteína 

baseado na impressão digital de massa de peptídeo (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 comparação no banco de dados. Os 

parâmentros selecionados na pesquisa do Mascot PFM foram: NCBInr como banco 

de dados, enzima tripsina, 1 missed cleavages, outras proteobractérias como 

taxonomia, carbamidometilação da cisteína como modificações fixas, oxidação da 

metionina como modificações variáveis, valor de massa MH+(monocarregado) e 

Peptidetol.± 1,2 Da (Mascot - disponível no site 

http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Quando os estudos ambientais se associam aos estudos moleculares, como a 

proteômica, é possível gerar 

envolvidas na degradação de poluentes, como os xenobióticos presentes no 

petróleo e derivados. Os dados obtido

processos celulares desempenhados pela 

petróleo bruto, diesel e extrato de levedura.

A bactéria A. junii

de resistência a antimicrobianos e perfil plasmidial. A  confirmação de sua taxonomia 

foi realizada, visto que é um dado importante para estudo de qualquer organismo, 

em especial aqueles que são visados em uma aplicação biotecnológica como, por 

exemplo, agente biorremediador, bem como a utilização de suas informações 

genéticas. Neste trabalho, o perfil proteômico de A. junii SB132 foi obtido com a 

identificação de proteínas envolvidas em processos de manutenção celular, 

degradação de petróleo e die

 

5.1 MORFOLOGIA DE COLÔNIAS E CELULAR

Os dados referentes à visuluzação da morfologia e tamanho de colônias 

(Figura 4), coloração de cápsula (Figura 

foram obtidos segundo os procedimentos descritos no 

 

Figura 4. Crescimento em meio sólido. 

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

energia.  

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Quando os estudos ambientais se associam aos estudos moleculares, como a 

é possível gerar informações acerca de quais proteínas estão 

envolvidas na degradação de poluentes, como os xenobióticos presentes no 

petróleo e derivados. Os dados obtidos nesta pesquisa revelam alguns 

processos celulares desempenhados pela A. junii SB132 quando cultivada em 

petróleo bruto, diesel e extrato de levedura. 

A. junii SB132 foi analisada quanto a sua morfologia

de resistência a antimicrobianos e perfil plasmidial. A  confirmação de sua taxonomia 

foi realizada, visto que é um dado importante para estudo de qualquer organismo, 

em especial aqueles que são visados em uma aplicação biotecnológica como, por 

emplo, agente biorremediador, bem como a utilização de suas informações 

Neste trabalho, o perfil proteômico de A. junii SB132 foi obtido com a 

identificação de proteínas envolvidas em processos de manutenção celular, 

degradação de petróleo e diesel. 

MORFOLOGIA DE COLÔNIAS E CELULAR 

referentes à visuluzação da morfologia e tamanho de colônias 

, coloração de cápsula (Figura 5) e coloração simples de Gram 

foram obtidos segundo os procedimentos descritos no Item 4.3.  

. Crescimento em meio sólido. A bactéria foi cultivada por 24h a 30°C, em meio sólido BH 

acrescido de petróleo bruto (A), diesel (B) e extrato de levedura (C), como únicas fontes de carbono e 
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Quando os estudos ambientais se associam aos estudos moleculares, como a 

informações acerca de quais proteínas estão 

envolvidas na degradação de poluentes, como os xenobióticos presentes no 

s nesta pesquisa revelam alguns possíveis 

SB132 quando cultivada em 

SB132 foi analisada quanto a sua morfologia celular, perfil 

de resistência a antimicrobianos e perfil plasmidial. A  confirmação de sua taxonomia 

foi realizada, visto que é um dado importante para estudo de qualquer organismo, 

em especial aqueles que são visados em uma aplicação biotecnológica como, por 

emplo, agente biorremediador, bem como a utilização de suas informações 

Neste trabalho, o perfil proteômico de A. junii SB132 foi obtido com a 

identificação de proteínas envolvidas em processos de manutenção celular, 

referentes à visuluzação da morfologia e tamanho de colônias 

) e coloração simples de Gram (Figura 6) 

 

 

A bactéria foi cultivada por 24h a 30°C, em meio sólido BH 

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



Como mostrado na Figura 

extrato de levedura a bactéria apresentou colônias com tamanhos maiores em 

relação às observadas nas condições de petróleo bruto e diesel. 

estar relacionados com a taxa de crescimento da bacté

adiante, a taxa de crescimento em petróleo bruto e diesel é menor que em extrato de 

levedura. 

 

Figura 5. Coloração de cápsula. 

com 24h. As fotos foram tiradas

em petróleo bruto. (B), células crescidas em diesel. (C), células crescidas em extrato levedura. Na 

extremidade superior direita das imagens é mostrando aumento manual para melhor visualiz

cápsula. 

 

A Figura 5 mostra que nas três condições de cultivo (petróleo bruto, diesel e 

extrato de levedura), a bactéria apresentou cápsula. A presença de cápsula nas 

bactérias de gênero Acinetobacter 

descrita como um fator de virulência e que pode permitir que os microrganismos que 

a possuem escapem dos mecanismos de defesa do hospedeiro. No entanto, a 

cápsula permite que as bactérias se fixem sobre superfícies no seu ambiente 

natural, podendo usá-la como fonte de nutrição, degra

estão em baixos níveis, também fornecem proteção contra desidratação e evitam 

que nutrientes se movimentem fora da célula (Totora 

Algumas proteínas podem estar associadas à cápsula 

complexos com atividade emulsificante. A produção de biossurfactantes é visto 

como um mecanismo que permite que perrmitem a absorção de substratos utilizados 

 

Como mostrado na Figura 4, foi observado que na condição de cultivo em 

extrato de levedura a bactéria apresentou colônias com tamanhos maiores em 

relação às observadas nas condições de petróleo bruto e diesel. 

estar relacionados com a taxa de crescimento da bactéria. Como será descrito mais 

adiante, a taxa de crescimento em petróleo bruto e diesel é menor que em extrato de 

. Coloração de cápsula. A coloração foi realizada em células de colônias de 

com 24h. As fotos foram tiradas com aumento de 1000x em microscópio óptico. (A), células crescidas 

em petróleo bruto. (B), células crescidas em diesel. (C), células crescidas em extrato levedura. Na 

extremidade superior direita das imagens é mostrando aumento manual para melhor visualiz

mostra que nas três condições de cultivo (petróleo bruto, diesel e 

extrato de levedura), a bactéria apresentou cápsula. A presença de cápsula nas 

Acinetobacter tem disso reportada (Stratton, 1983). A cápsula

descrita como um fator de virulência e que pode permitir que os microrganismos que 

a possuem escapem dos mecanismos de defesa do hospedeiro. No entanto, a 

cápsula permite que as bactérias se fixem sobre superfícies no seu ambiente 

a como fonte de nutrição, degradando-a quando os nutrientes 

estão em baixos níveis, também fornecem proteção contra desidratação e evitam 

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

Algumas proteínas podem estar associadas à cápsula 

complexos com atividade emulsificante. A produção de biossurfactantes é visto 

como um mecanismo que permite que perrmitem a absorção de substratos utilizados 
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, foi observado que na condição de cultivo em 

extrato de levedura a bactéria apresentou colônias com tamanhos maiores em 

relação às observadas nas condições de petróleo bruto e diesel. Estes dados podem 

ria. Como será descrito mais 

adiante, a taxa de crescimento em petróleo bruto e diesel é menor que em extrato de 

 

A coloração foi realizada em células de colônias de A. junii SB132 

com aumento de 1000x em microscópio óptico. (A), células crescidas 

em petróleo bruto. (B), células crescidas em diesel. (C), células crescidas em extrato levedura. Na 

extremidade superior direita das imagens é mostrando aumento manual para melhor visualização da 

mostra que nas três condições de cultivo (petróleo bruto, diesel e 

extrato de levedura), a bactéria apresentou cápsula. A presença de cápsula nas 

tem disso reportada (Stratton, 1983). A cápsula é 

descrita como um fator de virulência e que pode permitir que os microrganismos que 

a possuem escapem dos mecanismos de defesa do hospedeiro. No entanto, a 

cápsula permite que as bactérias se fixem sobre superfícies no seu ambiente 

a quando os nutrientes 

estão em baixos níveis, também fornecem proteção contra desidratação e evitam 

2005). 

Algumas proteínas podem estar associadas à cápsula para formarem 

complexos com atividade emulsificante. A produção de biossurfactantes é visto 

como um mecanismo que permite que perrmitem a absorção de substratos utilizados 



como fonte de carbono e energia, tornando

evitando contato direto com o envelope celular. 

A cápsula é importante para a efetiva colonização, aderência e prevenção a 

dessecação das células que o possuem. É descrito que 

uma mini cápsula e libera aproximadamente 50% do polissaca

exopolissacarídeo forma um complexo com proteínas e tem atividade emulsificante. 

Esta característica fornece uma vantagem nutricional porque promove a absorção de 

compostos hidrofóbicos (Barbe 

similar é a A. calcoaceticus

polissacarídeo e que faz complexo com uma proteína. Este complexo se torna um 

efetivo agente emulsificante de alta massa molecular, proveniente desta associação 

(Abdel-El-Haleem, 2003). 

Portanto, é possível que 

potencializada pela presença de cápsula, dado o papel que esta estrutura possui 

naturalmente. Mesmo que a cápsula esteja presente nas células cultivadas nas três 

condições (petróleo bruto, diesel e extrato de levedura), não é possível afirmar que 

há indução pelo substrato para a sua formação, pois todas as condições físicas e 

químicas nas quais as células estão expostas não foram testadas. Alpém disso, são 

necessários mais estudos para se verificar a localização dos genes que promovem a 

síntese da cápsula. 

 

Figura 6. Coloração de Gram

com 24h de cultivo em três condições. As imagens foram obtidas a partir de microscopia óptica 

(1000x). (A), células crescidas em petróleo bruto. (B), células crescidas em diesel. (C), células 

 

como fonte de carbono e energia, tornando-os mais disponíveis, ou

to direto com o envelope celular.  

A cápsula é importante para a efetiva colonização, aderência e prevenção a 

dessecação das células que o possuem. É descrito que Acinetobacter 

uma mini cápsula e libera aproximadamente 50% do polissacarídeo no meio. Este 

exopolissacarídeo forma um complexo com proteínas e tem atividade emulsificante. 

Esta característica fornece uma vantagem nutricional porque promove a absorção de 

compostos hidrofóbicos (Barbe et al., 2004). Outro microrganismo com cara

A. calcoaceticus. Esta bactéria produz uma grande cápsula de 

polissacarídeo e que faz complexo com uma proteína. Este complexo se torna um 

efetivo agente emulsificante de alta massa molecular, proveniente desta associação 

aleem, 2003).  

Portanto, é possível que A. junii SB132 tenha sua atividade biodegradadora 

potencializada pela presença de cápsula, dado o papel que esta estrutura possui 

naturalmente. Mesmo que a cápsula esteja presente nas células cultivadas nas três 

ições (petróleo bruto, diesel e extrato de levedura), não é possível afirmar que 

há indução pelo substrato para a sua formação, pois todas as condições físicas e 

químicas nas quais as células estão expostas não foram testadas. Alpém disso, são 

mais estudos para se verificar a localização dos genes que promovem a 

ração de Gram. A coloração foi realizada em células de colônias de 

com 24h de cultivo em três condições. As imagens foram obtidas a partir de microscopia óptica 

(1000x). (A), células crescidas em petróleo bruto. (B), células crescidas em diesel. (C), células 
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os mais disponíveis, ou mais solúveis e 

A cápsula é importante para a efetiva colonização, aderência e prevenção a 

Acinetobacter ADP1 tem 

rídeo no meio. Este 

exopolissacarídeo forma um complexo com proteínas e tem atividade emulsificante. 

Esta característica fornece uma vantagem nutricional porque promove a absorção de 

., 2004). Outro microrganismo com característica 

. Esta bactéria produz uma grande cápsula de 

polissacarídeo e que faz complexo com uma proteína. Este complexo se torna um 

efetivo agente emulsificante de alta massa molecular, proveniente desta associação 

SB132 tenha sua atividade biodegradadora 

potencializada pela presença de cápsula, dado o papel que esta estrutura possui 

naturalmente. Mesmo que a cápsula esteja presente nas células cultivadas nas três 

ições (petróleo bruto, diesel e extrato de levedura), não é possível afirmar que 

há indução pelo substrato para a sua formação, pois todas as condições físicas e 

químicas nas quais as células estão expostas não foram testadas. Alpém disso, são 

mais estudos para se verificar a localização dos genes que promovem a 

 

A coloração foi realizada em células de colônias de A. junii SB132 

com 24h de cultivo em três condições. As imagens foram obtidas a partir de microscopia óptica 

(1000x). (A), células crescidas em petróleo 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 vizualização da morfologia e arranjo. 

 

Os resultados da Figura 4, 5 e 6 foram necessários a fim de confirmar os 

dados taxonômicos, bem como verificar mudanças no formato das colônias, das 

células e do arranjo quando cultivadas em diferentes fontes de carbono, 

principalmente no cultivo em compostos xenobióticos. 

De acordo com os resultados mostrados na Figura 6, A. junii SB132 

apresentou a mesma morfologia celular nas três condições de cultivo (petróleo bruto, 

diesel e extrato de levedura). A bactéria possui majoritariamente formato de 

cocobacilo e arranjo majoritário de diplococobacilo. Contudo, células individualizadas 

também foram observadas.  

Em um estudo para verificação da morfologia em diferentes condições de 

cultivo, Jean et al. (2008), verificaram que Pseudomonas spp. apresentou mudanças 

na morfologia sob influência de condições ambientais como temperatura, níveis de 

nutrientes e tempo de biodegradação de BTEX. Essas bactérias apresentaram 

arranjos filamentosos, aglomerados de pequenos bastonetes esféricos e bastonetes 

não agrupados. Estes dados da literatura mostram que quando as condições no 

ambiente de biodegradação mudam, pode haver alterações na morfologia do 

microrganismo para garantir melhor utilização das fontes de energia no seu 

ambiente. 

 

5.2 ANÁLISE DA NATUREZA QUÍMICA DO ENVELOPE BACTERIANO 

Os dados referentes à verificação da natureza do envelope bacteriano (Figura 

7) foram obtidos segundo os procedimentos descritos no Item 4.4. 

 



Figura 7. Teste de viscosidade e coloração com agente fluorescente. 

coloração com agente fluorescente (aumento de 200x) foram realizadas em células de colônias de 

junii SB132 com 24h de cultivo em meio mínimo com petróleo. (A), 

liberação do conteúdo de DNA. (B), células com coloração verde indicando que a bactéria é Gram

negativa. 

Os resultados mostrados na Figura 

e reforçam os dados moleculares (Souza

que identificaram a espécie bacteriana, possuindo a membrana externa como 

diferença primária das bactérias Gram

é baseado na liberação do conteúdo de DNA (conteúdo viscoso) pelas bac

Gram-negativas após exposição ao hidróxido de potássio. Bactérias Gram

não liberam o conteúdo do DNA por possuirem a parede celular mais expressa e 

ausencia de membrana externa. A coloração por fluorescência (Figura 

confirma a natureza do envelope celular. Bactérias coradas e Gram

apresentam a fluorescência de cor verde, enquanto as que são coradas e Gram

positivas apresentam fluorescência de cor amarela.

 

5.3 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

O perfil de sensib

Figura 8 mostra os halos de inibição de crescimento bacteriano quando os discos de 

antibióticos foram postos sobre 

crescidas por 24h. 

 

. Teste de viscosidade e coloração com agente fluorescente. O teste de viscosidade e 

coloração com agente fluorescente (aumento de 200x) foram realizadas em células de colônias de 

SB132 com 24h de cultivo em meio mínimo com petróleo. (A), viscosidade observada pela 

liberação do conteúdo de DNA. (B), células com coloração verde indicando que a bactéria é Gram

ltados mostrados na Figura 7 indicam que a bactéria é Gram

e reforçam os dados moleculares (Souza-Neto, 2013) e espectrometria de massa

que identificaram a espécie bacteriana, possuindo a membrana externa como 

diferença primária das bactérias Gram-postivas. O teste de viscosidade (Figura 

é baseado na liberação do conteúdo de DNA (conteúdo viscoso) pelas bac

negativas após exposição ao hidróxido de potássio. Bactérias Gram

não liberam o conteúdo do DNA por possuirem a parede celular mais expressa e 

ausencia de membrana externa. A coloração por fluorescência (Figura 

natureza do envelope celular. Bactérias coradas e Gram

apresentam a fluorescência de cor verde, enquanto as que são coradas e Gram

positivas apresentam fluorescência de cor amarela. 

5.3 TESTE DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS 

O perfil de sensibilidade de A. junii SB132 foi obtido segundo o item 

mostra os halos de inibição de crescimento bacteriano quando os discos de 

antibióticos foram postos sobre o meio de cultura com célula
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O teste de viscosidade e 

coloração com agente fluorescente (aumento de 200x) foram realizadas em células de colônias de A. 

viscosidade observada pela 

liberação do conteúdo de DNA. (B), células com coloração verde indicando que a bactéria é Gram-

indicam que a bactéria é Gram-negativa 

) e espectrometria de massa 

que identificaram a espécie bacteriana, possuindo a membrana externa como 

postivas. O teste de viscosidade (Figura 7 A) 

é baseado na liberação do conteúdo de DNA (conteúdo viscoso) pelas bactérias 

negativas após exposição ao hidróxido de potássio. Bactérias Gram-positivas 

não liberam o conteúdo do DNA por possuirem a parede celular mais expressa e 

ausencia de membrana externa. A coloração por fluorescência (Figura 7 B) também 

natureza do envelope celular. Bactérias coradas e Gram-negativas 

apresentam a fluorescência de cor verde, enquanto as que são coradas e Gram-

SB132 foi obtido segundo o item 4.5. A 

mostra os halos de inibição de crescimento bacteriano quando os discos de 

o meio de cultura com células inoculadadas e 



Figura 8. Halos de inibição de crescimento de 

submetida ao teste de sensibilidade utilizando multidiscos de antibióticos: CIP 5 (ciprofloxacina 5

GEN 10 (gentamincina 10μg), AMI 30 (amicacina 30

CFO 30 (cefoxitina 30μg), CPM 30 (cefepime 30

(meropenem 10μg), AMP 10 (ampicilina 10

e AMC 30 (amoxicilina-clavulanato 30

 

Como observado na Figura 

crescimento de colônias dentro dos halos. Os halos formados a partir dos discos de 

AMC, AMP, SUT, GEN e AMI não apresentaram as bordas com cresc

discreto, enquanto que nos halos dos discos restantes houve crescimento celular 

discreto nas bordas. Esses crescimentos discretos nas margens das colônias foram 

observados, mas foram ignorados, seguindo orientação de norma da NCCLS (2005). 

Os valores de tamanhos de halos, bem como a classificação da sensib

dispostos na Tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

bição de crescimento de A. junii SB132 frente a antibióticos.

submetida ao teste de sensibilidade utilizando multidiscos de antibióticos: CIP 5 (ciprofloxacina 5

μg), AMI 30 (amicacina 30μg), SUT 25 (sulfametoxazol

μg), CPM 30 (cefepime 30μg), CAZ 30 (ceftazidima 30

g), AMP 10 (ampicilina 10μg), CLF 30 (cefalotina 30μg), CRX 30 (cefuroxima 30

clavulanato 30μg). Os halos foram medidos com 24h de crescimento a 30°C. 

Como observado na Figura 8, nos halos de inibição não se observou 

crescimento de colônias dentro dos halos. Os halos formados a partir dos discos de 

AMC, AMP, SUT, GEN e AMI não apresentaram as bordas com cresc

discreto, enquanto que nos halos dos discos restantes houve crescimento celular 

discreto nas bordas. Esses crescimentos discretos nas margens das colônias foram 

observados, mas foram ignorados, seguindo orientação de norma da NCCLS (2005). 

s valores de tamanhos de halos, bem como a classificação da sensib
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SB132 frente a antibióticos. A bactéria foi 

submetida ao teste de sensibilidade utilizando multidiscos de antibióticos: CIP 5 (ciprofloxacina 5μg), 

oxazol-trimetoprim 25μg), 

g), CAZ 30 (ceftazidima 30μg), MER 10 

g), CRX 30 (cefuroxima 30μg) 

oram medidos com 24h de crescimento a 30°C.  

, nos halos de inibição não se observou 

crescimento de colônias dentro dos halos. Os halos formados a partir dos discos de 

AMC, AMP, SUT, GEN e AMI não 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 colônias foram 

observados, mas foram ignorados, seguindo orientação de norma da NCCLS (2005). 

s valores de tamanhos de halos, bem como a classificação da sensibilidade estão 
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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 antibióticos específicos para testes de 

bactéria Gram-negativa foram utilizados. Os parâmetros para estabelecimento do resultado (sensível, 

resistência intermediária e resistente) foram obtidos da Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI)/NCCLS (2005). 

 

 

Na Tabela 1 e Figura 8 pode-se observar que a A. junii SB132 apresentou 

sensibilidade para a maioria dos antimicrobianos testados e resistência apenas a um 

antibiótico: cefalotina 30µg (13mm). Dentre os antibióticos na qual a bactéria foi 

sensível, o mais efetivo foi meropenem 10µg, enquanto que os antibióticos menos 

efetivos foram ampicilina 10µg (19mm) e ceftadizima 30µg (19mm). Os antibióticos 

restantes apresentaram efeito que variaram de 20 a 30 mm no tamanho dos halos, 

sendo, portanto, a bactéria sensível a tais antimicrobianos. 

Mesmo que a avaliação do perfil de resistência a antimicrobianos seja feita 

com amostras ambientais, é dada maior importância ao perfil de resistência aos 

antimicrobianos para as cepas isoladas de amostras clínicas, ou hospitalares. No 

Brasil, por exemplo, 3.728 cepas isoladas de infecções hospitalares (1997 a 1999) 

foram testadas contra uma variedade de antibióticos. Os resultados revelaram que 

10% apresentaram resistência a carbapenens, 35% a tetraciclina, 44% a 

tombramicina e 50% a gentamicina. Cefalosporinas, de terceira e quarta geração, e 

quinolonas foram ativas contra menos de 40% das cepas (Oliveira, 2007). 

Resistente Intermediário Sensível

34 meropenem 10 MER 34 S ≤ 14 ≥14 ≤15 ≥ 16

30 ciprofloxacina 5 CIP 30 S ≤ 15 ≥16 ≤ 20  ≥ 21

26
sulfametoxazol-

trimetoprim
25 SUT 26 S ≤ 10 ≥11 ≤15  ≥ 16

26 amicacina 30 AMI 26 S ≤ 14 ≥15 ≤16  ≥ 17

25 cefepime 30 CPM 25 S ≤ 14 ≥15 ≤17  ≥ 18

24 cefoxitina 30 CFO 24 S ≤ 14 ≥15 ≤17  ≥ 18

24 cefuroxima 30 CRX 24 S ≤ 14 ≥15 ≤17  ≥ 18

22
amoxicilina-
clavulanato

30 AMC 22 S ≤ 13 ≥14 ≤17 ≥ 18

20 gentamincina 10 GEN 20 S ≤ 12 ≥13 ≤14  ≥ 15

19 ampicilina 10 AMP 19 S ≤ 13 ≥14 ≤16 ≥ 17

19 ceftazidima 30 CAZ 19 S ≤ 14 ≥15 ≤17  ≥ 18

13 cefalotina 30 CFL 13 R ≤ 14 ≥15 ≤17  ≥ 18

Tamanho do halo 
(mm)

Antimicrobianos
Concentração 

(μg/disco)
Sigla

Halo obtido 
(mm)

Resultado
Parâmetros para resultados
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Em um estudo feito por Gales et al., (2011), antibióticos foram testados contra 

4.686 cepas do gênero Acinetobacter isoladas de sítios de infecções hospitalares. 

Os resultados mostraram que mais que 50% das bactérias foram resistentes a 

maioria dos antibióticos testados, sendo que apenas para os antibióticos polimixina 

B e colistina a minoria foi resistente (aproximadamente 0,9%). 

Nos estudos realizados por Pontes et al., (2006), cepas isoladas de sítios de 

infecção hospitalar foram mais resistentes a β-lactâmicos e aminoglicosídeos, e mais 

sensíveis às quinolonas e imipenem. Já no estudo feito por Sá e Hinrichsen (2009), 

os antimicrobianos que apresentaram maior eficácia sobre bactérias hospitalares do 

gênero Acinetobacter foram gentamicina e ciprofloxacino. Para os restantes dos 

antibióticos as bactérias apresentaram resistência média e alta.  

Dados do genoma serão necessários para se verificar a existência de genes 

que estão relacionados à resistência a antimicrobianos, aos fatores de virulência, ou 

que gere um fenótipo que propicie o recebimento de DNA móveis e a invasão e 

permanência em um potencial hospedeiro. Além disso, é 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 resistência 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 tampão TAE de 

acordo com o item 4.6. No gel foram observados 9 bandas (Figura 9). 



Figura 9. Perfil plasmidial de 

purificação em coluna cromatográfica de afinidade usando os kits 

e 2) e Large-Construct (Qiagen) (3). O perfil plasmidial foi obtido 

tensão de 0,5V/cm e temperatura de 4°C

amostra de plasmídeos extraídos

Biolabs - UK) NEB (M) e plasmídeos

pela setas pretas). Pode-se identificar 9 banda (setas vermelhas) no gel que indicam a presença de 

plasmídeos. A faixa de tamanho dos palsmídeos foi de 9

 

Não é possível afirmar com 

sequência. Isso porque um mesmo plasmídeo pode se encontrar em diferentes 

estados topológicos, do mais compactado ao menos compactado, podendo estar 

também relaxado e linearizado (por quebra meânica durante a prepa

forma, faz-se necessário que os plasmídeos sejam isolados e sequenciados para 

verificação de quais genes comp

 

 

. Perfil plasmidial de A. junii SB132. Os plasmídeos foram extraídos por lise alcalina e 

purificação em coluna cromatográfica de afinidade usando os kits QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) (1 

Construct (Qiagen) (3). O perfil plasmidial foi obtido por eletroforese de agarose 0,5%,

temperatura de 4°C. Foram aplicados nos poços (1,2 e  

de plasmídeos extraídos. Marcadores de massa molecular foram 1 kb ladder 

NEB (M) e plasmídeos superenovelados (E)de E. coli ETEC H10407 (massas indicadas 

se identificar 9 banda (setas vermelhas) no gel que indicam a presença de 

plasmídeos. A faixa de tamanho dos palsmídeos foi de 94kb a 5kb. 

ão é possível afirmar com precisão quantos plasmídeos diferentes em 

sequência. Isso porque um mesmo plasmídeo pode se encontrar em diferentes 

estados topológicos, do mais compactado ao menos compactado, podendo estar 

e linearizado (por quebra meânica durante a prepa

se necessário que os plasmídeos sejam isolados e sequenciados para 

verificação de quais genes comportam. 

60 

extraídos por lise alcalina e 

QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) (1 

letroforese de agarose 0,5%, 

 3) dos géis 30µL de 

1 kb ladder (New England 

ETEC H10407 (massas indicadas 

se identificar 9 banda (setas vermelhas) no gel que indicam a presença de 

precisão quantos plasmídeos diferentes em 

sequência. Isso porque um mesmo plasmídeo pode se encontrar em diferentes 

estados topológicos, do mais compactado ao menos compactado, podendo estar 

e linearizado (por quebra meânica durante a preparação). Desta 

se necessário que os plasmídeos sejam isolados e sequenciados para 
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Os plasmídeos expressam fenótipos acessórios em seus hospedeiros que 

conferem uma vantagem adaptativa a uma condição atípica, como por exemplo, 

atribuição de virulência, resistência a antimicrobianos e metais pesados, habilidade 

em catabolizar xenobióticos e outras fontes complexas, entre outros. No entanto, em 

muitas sutiações, transportar um plasmídeos só é benéfico se as condições 

ambientais são adequadas para que haja seleção positiva do plasmídeo que confere 

um dado fenótipo (Slater et al., 2008). Porém, existem perfils plasmidiais complexos 

que são estáveis e que não precisa de seleçção ambiental. Por isso, em um 

ambiente contaminado com poluentes, dentre as relações que os microrganismos 

apresentam, a transferência horizontal é uma das mais intrigantes (Barberio e Fani, 

1998). 

Vias catabólicas envolvidas com a degradação de diferentes compostos 

poluentes normalmente são codificadas por genes presentes em plasmídeos, 

embora estes possam estar localizados também no genoma cromossomal (Coral e 

Karagöz, 2005). Levando -se em conderação alguns estudos, pode confirmar que 

plasmídeos podem estar envolvidos nesta atividade é a perda da capacidade 

biodegradadora do poluente em repiques sucessivos em meios não seletivos, em 

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

No estudo de Mirdamadian et al. (2010) e Coral e Karagöz (2005), bactérias 

curadas e não curadas do gênero 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 plasmídeos no seu perfil. Além 

do mais, houve deleção de plasmídeos, visualizada na mudança de deslocamento 

do plasmídeos na eletroforese. 

A confirmação de que os genes plasmidiais também estão envolvidos na 

biodegradação de petróleo e diesel por A. junii SB132 deverá ser realizada. No 

entanto, é descrito na literatura que genes de biodegradação em Acinetobacter spp. 

estão distribuídos tanto em plasmídeos como no genoma cromossomal (organizados 

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

Estudos envolvendo a caracterização de plasmídeos em Acinetobacter spp. 

mostram que estes plasmídeos comportam genes de interesse. A. venetianus VE-

CE tem a capacidade de crescer em diesel como sua única fonte de carbono e 
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energia. Estudos usando PCR, marcadores e Southern blot revelaram que os genes 

para degradação de alcanos, como os que codificam para alcano hidroxilase e 

rubredoxina, estão localizados nos cromossomos e nos plasmídeos (Decorosi et al., 

2006). Os plasmídeos pAV1 e pAV2 hospedados por esta bactéria foram 

sequenciados e proteínas putativas para aldeído desidrogenase e um gene 

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

 

5.5 IDENTIFICAÇÃO BACTERIANA POR ESPECTROMETRIA DE MASSA 

A confirmação da identificação bacteriana foi realizada por espctrometria de 

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

 

Tabela 2. Confirmação taxonômica de A. junii SB132 por biotyper. A bactéria foi cultivada em 

petróleo bruto 1,3%, diesel 1,3% e extrato de levedura 1,3% com crescimento de no máximo 24h. A 

identificação foi realizada em espectrômetro de massa Microflex (Bruker) em modo automático, com 

faixa de aquisição de 2.000 a 20.000 Da. 

 

 

Na Tabela 2, os escores entre 2,300 a 3,000 indicam alta confiabilidade na 

identificação da espécie. Os escores entre 2,000 a 2,999 indicam boa confiabilidade 

na identificação da espécie. Os de escores entre 1,700 a 1,999 indicam boa 

confiabilidade na identificação do gênero. Os escores de 0,000 a 1,699 indicam que 

a identificação não é confiável. 

Organismo Organismo Score Condição de cultivo

(melhor combinação) (segunda melhor combinação) Valor (substrato de crescimento)
Score

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

Acinetobacter junii 2,154 Acinetobacter junii 2,139 diesel

Acinetobacter junii 2,366 Acinetobacter junii 2,238

diesel

Acinetobacter junii 2,318 Acinetobacter junii 2,27 diesel

Acinetobacter junii 2,306 Acinetobacter junii 2,26

petróleo bruto

Acinetobacter junii 2,315 Acinetobacter junii 2,275 petróleo bruto

Acinetobacter junii 2,198 Acinetobacter junii 2,163

petróleo brutoAcinetobacter junii 2,349 Acinetobacter junii 2,334



Os resultados mostrados na Tabela 

dados do sequenciamento de parte do gene rRNA 16S. Os dados morfológicos 

indicaram que esta bactéria era Gram

diplococobacilo. Os dados moleculares apresentaram identidade máxima de 99%, 

value de 0,0 e porcentagem de cobertura de 100% (Souza

forma, é seguro afirmar qu

É observado que o crescimento celular em diferentes meios de cultivo 

(petróleo bruto, diesel e extrato de levedura) não influenciou nos resultados de 

identificação bacteriana. Esta reprodutibilidade da metodologia em diferente

condições de cultivo é devido a medida de proteínas expressas constantemente, 

como as proteínas ribossomais, que gera distribuição padronizada de picos, 

principalmente na faixa de 4.000 a 12.000 Da (BrukerDaltonics, 2005). Assim, as 

diferenças nas sequenc

impressão digital que diferencia cada es

Figura 10. Espectro de proteínas ribossomais de 

proteínas no espectro MS de 

(Bruker). A identificação foi feita comparando o espectro obtido com o espectro disponível no banco 

de dados. As amostras foram analisadas com diversas réplicas e provenientes de três condições de

cultivo (petróleo bruto, diesel e extrato de levedura).

intensidade dos picos. 

 

 

Os resultados mostrados na Tabela 2 confirmam os dados de morfologia e os 

dados do sequenciamento de parte do gene rRNA 16S. Os dados morfológicos 

caram que esta bactéria era Gram-negativa e formato cocobacilar, com arranjo 

diplococobacilo. Os dados moleculares apresentaram identidade máxima de 99%, 

de 0,0 e porcentagem de cobertura de 100% (Souza-

forma, é seguro afirmar que esta bactéria é a A. junii. 

É observado que o crescimento celular em diferentes meios de cultivo 

(petróleo bruto, diesel e extrato de levedura) não influenciou nos resultados de 

identificação bacteriana. Esta reprodutibilidade da metodologia em diferente

condições de cultivo é devido a medida de proteínas expressas constantemente, 

como as proteínas ribossomais, que gera distribuição padronizada de picos, 

principalmente na faixa de 4.000 a 12.000 Da (BrukerDaltonics, 2005). Assim, as 

diferenças nas sequencias de aminoácidos das proteínas ribossomais geram uma 

impressão digital que diferencia cada espécie de microrganismo (Figura 

. Espectro de proteínas ribossomais de A. junii SB132. O espectro mostra os picos de 

proteínas no espectro MS de MALDI obtidos no modo automático do espectrômetro Microflex 

). A identificação foi feita comparando o espectro obtido com o espectro disponível no banco 

de dados. As amostras foram analisadas com diversas réplicas e provenientes de três condições de

cultivo (petróleo bruto, diesel e extrato de levedura). O eixo X apresenta a razão m/z e o eixo y

63 

confirmam os dados de morfologia e os 

dados do sequenciamento de parte do gene rRNA 16S. Os dados morfológicos 

negativa e formato cocobacilar, com arranjo 

diplococobacilo. Os dados moleculares apresentaram identidade máxima de 99%, E-

-Neto, 2013). Desta 

É observado que o crescimento celular em diferentes meios de cultivo 

(petróleo bruto, diesel e extrato de levedura) não influenciou nos resultados de 

identificação bacteriana. Esta reprodutibilidade da metodologia em diferente 

condições de cultivo é devido a medida de proteínas expressas constantemente, 

como as proteínas ribossomais, que gera distribuição padronizada de picos, 

principalmente na faixa de 4.000 a 12.000 Da (BrukerDaltonics, 2005). Assim, as 

ias de aminoácidos das proteínas ribossomais geram uma 

pécie de microrganismo (Figura 10). 

 

O espectro mostra os picos de 

MALDI obtidos no modo automático do espectrômetro Microflex 

). A identificação foi feita comparando o espectro obtido com o espectro disponível no banco 

de dados. As amostras foram analisadas com diversas réplicas e provenientes de três condições de 

O eixo X apresenta a razão m/z e o eixo y, a 



A confirmação da identidade taxonômica da bactéria é importante 

principalmente para sua definição como alvo nos estudos de biorrem

Microrganismo ambientais são os mais aptos a realizarem atividades como a 

degradação de poluentes, pois muitos deles já metabolizam naturalmente moléculas 

análogos, ou adquirem esta capacidade em função de longas exposições (Silva e 

Fay, 2004). 

Porém, dados da identificação não são únicas requeridas para a utilização do 

organismo in situ do organismo, como em um experimento de degradação. Dados 

do genoma são necessários, a fim de revelar genes envolvidos com a 

biodegradação, bem como genes relacion

comprovação de que seu uso em processos de biorremediação ambiental não 

acarreta riscos. Além disso, testes 

 

5.6 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

A curva de crescimento microbiano de 

condições de cultivo de acordo com o método

Figura 11. Curva de crescimento

( ), petróleo bruto 1,3% ( ) e diesel 1,3% (

em escala logarítima (eixo Y)

células oara extração de proteínas foram coletadas com 24h de cres

(indicado pela seta). 

 

 

A confirmação da identidade taxonômica da bactéria é importante 

principalmente para sua definição como alvo nos estudos de biorrem

Microrganismo ambientais são os mais aptos a realizarem atividades como a 

degradação de poluentes, pois muitos deles já metabolizam naturalmente moléculas 

análogos, ou adquirem esta capacidade em função de longas exposições (Silva e 

rém, dados da identificação não são únicas requeridas para a utilização do 

do organismo, como em um experimento de degradação. Dados 

do genoma são necessários, a fim de revelar genes envolvidos com a 

biodegradação, bem como genes relacionados à patogenicidade, para fins de 

comprovação de que seu uso em processos de biorremediação ambiental não 

acarreta riscos. Além disso, testes in vivo são muito úteis. 

DE CRESCIMENTO BACTERIANO 

de crescimento microbiano de A. junii SB132 foi obtido para as três 

condições de cultivo de acordo com o método descrito no item 4.8.2. 

de crescimento bacteriano. A bactéria foi cultivada em extrato de levedura 1,3% 

) e diesel 1,3% ( ) em triplicata. As absorbâncias (

em escala logarítima (eixo Y) foram obtidas em intervalos de 4h (eixo X) para todas as condições

células oara extração de proteínas foram coletadas com 24h de crescimento em todas as condições 
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A confirmação da identidade taxonômica da bactéria é importante 

principalmente para sua definição como alvo nos estudos de biorremediação. 

Microrganismo ambientais são os mais aptos a realizarem atividades como a 

degradação de poluentes, pois muitos deles já metabolizam naturalmente moléculas 

análogos, ou adquirem esta capacidade em função de longas exposições (Silva e 

rém, dados da identificação não são únicas requeridas para a utilização do 

do organismo, como em um experimento de degradação. Dados 

do genoma são necessários, a fim de revelar genes envolvidos com a 

ados à patogenicidade, para fins de 

comprovação de que seu uso em processos de biorremediação ambiental não 

SB132 foi obtido para as três 

4.8.2. (Figura 11). 

 

A bactéria foi cultivada em extrato de levedura 1,3% 

) em triplicata. As absorbâncias (λ= 600nm) expressas 

as em intervalos de 4h (eixo X) para todas as condições. As 

cimento em todas as condições 
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No perfil de crescimento da Figura 11 o tempo total de medida para todas as 

condições de cultivo foi de 48h. Para a condição de diesel as medidas entre 36h às 

48h não foram obtidas. No entanto, a ausência desses valores não prejudica os 

resultados. Além do mais, mesmo se considerar para todas as condições até 48h de 

crescimento, ainda assim é satisfatório. 

O ponto estabelecido para extração de proteínas foi de 24h em todas as 

condições de cultivo (indicado por seta vermelha). As densidades celulares obtidas 

neste ponto foram 0,93, 2,55 e 2,43, para cultivos realizados em petróleo 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 (petróleo bruto e diesel). Com relação aos xenobióticos, a bactéria teve 

melhor crescimento em diesel.  

É provável que nos tempos iniciais da curva de crescimento haja a indução de 

expressão de diferentes proteínas. Isso acontece em função das diferentes fontes de 

carbono que ativam outros fatores sigmas, que não a sigma 70, e grupos de genes 

diferentes são expressos. Por exemplo, em P. alcaligenes, genes envolvidos no 

catabolismo de compostos poluentes são dependentes de promotores que estão sob 

o controle do fator sigma 54. As vias de degradação de compostos aromáticos 

(gentisato 1,2 dioxigenase), enzimas do ciclo do ácido cítrico, enzimas do 

metabolismo do piruvato e glineogênese, são reguladas pelo fator sigma 54 (Zhao et 

al., 2005; Ramos e Marques, 1997). 

Além da indução de outros fatores sigmas nos tempos iniciais de crescimento, 

há também expressão de diferentes níveis de proteínas da mesma via metabólica, 

bem como regulação por diferentes fatores. Como exemplo, em Burkholderia 

xenovorans que utiliza três vias comuns no metabolismo de benzoato e uma via 

comum no metabolismo de benzoato e bifenil. A expressão de cada via para 

degradação de benzoato nesta bactéria depende do substrato e da fase de 

crescimento. Se a bactéria é cultivada em benzoato e bifenil e proteínas são 

expressas de certos pontos correspondentes às duas condições, o conteúdo de 

proteínas da mesma via nas duas condições de cultivo será igual, mas serão 

diferentes quanto à quantidade e o modo de regulação (Denef et al., 2005). 
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É provável que diferentes enzimas sejam produzidas em diferentes pontos na 

fase de crescimento em função da composição dos substratos utilizados neste 

trabalho. Dessa forma, o petróleo e diesel, em suas composições, possuem 

moléculas menores e mais solúveis que podem ser substratos preferenciais para a 

bactéria, a compostos maiores e menos solúveis que perduram mais tempo no meio 

de cultura (Silva e Fay, 2004). O mesmo acontece para extrato de levedura, visto 

que este é um autolisado desidratado de leveduras, tendo fonte de nitrogênio e 

vitaminas, especialmente as do complexo B (Kasvi, 2013). 

O petróleo e diesel apresentam compostos mais pesados, difíceis de serem 

quebrados e utilizados como fonte de carbono, como os HPA. Seria necessário mais 

tempo, em uma cultura, para que a bactéria pudesse utilizar tais compostos, caso 

possua esta capacidade. Quanto mais complexo o hidrocarboneto, mais sítios para 

ataque enzimáticos este possui, requerendo que a bactéria possua diversas vias 

complexas, com diversas enzimas.  

 

5.7 OBTENÇÃO DO EXTRATO PROTÉICO 

As células foram coletadas com 24h de crescimento bacteriano nas três 

condições de cultivo (seta na Figura 11). Quando comparados os rendimentos de 

proteínas extraídas, observa-se uma relação de causalidade entre quantidade de 

proteínas e densidade celular (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Rendimento de proteínas. A bactéria A. junii SB132 foi cultivada em extrato de levedura, 

petróleo bruto e diesel. As proteínas foram extraídas de células com crescimento de 24h a 30°C. A 

quantificação de proteínas foi realizada usando Kit BCA Protein Assay Reagent Pierce. 

 

 

Condição de cultivo
Proteínas totais 

(mg/L)

Petróleo 1,3% 18,7

Diesel 1,3% 27,2

Extrato de levedura 1,3% 38



Pode-se afirmar que a quantidade de proteínas é diretamente p

densidade celular. Para cada condição de crescimento no ponto de 24h, os valores 

de abs a 600 nm foram 0,93 para petróleo bruto, 2,55 para diesel e 2,43

de levedura. Assim, obteve

extrato de levedura com 38mg/L, seguido pela condição de diesel com 27,2mg/L e 

petróleo bruto com 18,7mg/L. Estes resultados corroboram que 

preferência em utilizar extrato de levedura como fonte de carbono, sendo este dado 

esperado. No entanto, quando comparados os dois substratos de interesse (petróleo 

bruto e diesel), A. junii SB132 teve preferência em utilizar diesel.

 

5.8 ANÁLISE DAS PROTEÍNAS POR ELETROFO

5.8.1 Eletroforese unidimensional (SDS

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

foi avaliado por eletroforese unidimensional (Figura 1

Figura 12. Perfil protéico de 

de crescimento em (E) extrato de levedura 1,3%, (P) petróleo bruto 1,3% e (D) diesel 1,3%. A

se 5, 10 e 15µg de proteínas de cada condição. O sistema de eletroforese usado foi o 

Ruby (Amersham Bioscience). O gel foi corado com Azul de Comassie R

 

 

se afirmar que a quantidade de proteínas é diretamente p

densidade celular. Para cada condição de crescimento no ponto de 24h, os valores 

0,93 para petróleo bruto, 2,55 para diesel e 2,43

de levedura. Assim, obteve-se melhor rendimento de proteínas na condição de 

extrato de levedura com 38mg/L, seguido pela condição de diesel com 27,2mg/L e 

petróleo bruto com 18,7mg/L. Estes resultados corroboram que 

ilizar extrato de levedura como fonte de carbono, sendo este dado 

esperado. No entanto, quando comparados os dois substratos de interesse (petróleo 

SB132 teve preferência em utilizar diesel. 

ANÁLISE DAS PROTEÍNAS POR ELETROFORESE 

.1 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) 

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

forese unidimensional (Figura 12). 

 

. Perfil protéico de A. junii SB132 em SDS-PAGE. As proteínas foram extraídas com 24h 

de crescimento em (E) extrato de levedura 1,3%, (P) petróleo bruto 1,3% e (D) diesel 1,3%. A

5, 10 e 15µg de proteínas de cada condição. O sistema de eletroforese usado foi o 

). O gel foi corado com Azul de Comassie R-350 em
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se afirmar que a quantidade de proteínas é diretamente proporcional a 

densidade celular. Para cada condição de crescimento no ponto de 24h, os valores 

0,93 para petróleo bruto, 2,55 para diesel e 2,43 para extrato 

se melhor rendimento de proteínas na condição de 

extrato de levedura com 38mg/L, seguido pela condição de diesel com 27,2mg/L e 

petróleo bruto com 18,7mg/L. Estes resultados corroboram que A. junni SB132 tem 

ilizar extrato de levedura como fonte de carbono, sendo este dado 

esperado. No entanto, quando comparados os dois substratos de interesse (petróleo 

 

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

proteínas foram extraídas com 24h 

de crescimento em (E) extrato de levedura 1,3%, (P) petróleo bruto 1,3% e (D) diesel 1,3%. Avaliou-

5, 10 e 15µg de proteínas de cada condição. O sistema de eletroforese usado foi o Hoefer SE 600 

350 em overnight. 



Pode-se visualizar na Figura 1

de levedura, petróleo bruto e diesel) os extratos protéicos se encontram íntegros e 

livres de interferentes, uma vez que é possível a visualização de bandas nítidas, ao 

invés de arrastes. Outro aspecto import

sendo que nas três condições, as proteínas de maior massa são mais abundantes. 

Mesmo sem a presença de

gel de poliacrilamida (12%), pode

visualizadas varia entre 15 e 150

A avaliação prévia, por eletroforese unidimensional, das proteínas extraídas é 

importante para averiguar a qualidade da extração, bem como sua quantificação. 

Caso todos os parâmetros estejam 

avaliar a expressão de proteínas por eletroforese bidimensional.

 

5.8.2 Eletroforese bidimensional (focalização isoelétrica e SDS

5.8.2.1 Perfil proteômico nas diferentes condições de cultivo

Na Figura 13 são apresentados os resultados obtidos pela análise de 

proteínas de A. junii SB132 por eletroforese bidimensional (focalização isoelétrica e 

SDS-PAGE) para as três condições de cultivo, de acordo c

item 4.10.2. 

 

se visualizar na Figura 12 que para as três condições de cultivo (extrato 

de levedura, petróleo bruto e diesel) os extratos protéicos se encontram íntegros e 

livres de interferentes, uma vez que é possível a visualização de bandas nítidas, ao 

es. Outro aspecto importante e a diversidade de proteínas presentes, 

sendo que nas três condições, as proteínas de maior massa são mais abundantes. 

Mesmo sem a presença de um padrão de massa molecular, pela concentração do 

gel de poliacrilamida (12%), pode-se inferir a que a massa molecular das proteínas 

visualizadas varia entre 15 e 150 kDa. 

A avaliação prévia, por eletroforese unidimensional, das proteínas extraídas é 

importante para averiguar a qualidade da extração, bem como sua quantificação. 

Caso todos os parâmetros estejam dentro das conformidades, o próximo passo é 

avaliar a expressão de proteínas por eletroforese bidimensional. 

.2 Eletroforese bidimensional (focalização isoelétrica e SDS

.2.1 Perfil proteômico nas diferentes condições de cultivo

são apresentados os resultados obtidos pela análise de 

SB132 por eletroforese bidimensional (focalização isoelétrica e 

PAGE) para as três condições de cultivo, de acordo com o método descrito no 

68 

que para as três condições de cultivo (extrato 

de levedura, petróleo bruto e diesel) os extratos protéicos se encontram íntegros e 

livres de interferentes, uma vez que é possível a visualização de bandas nítidas, ao 

diversidade de proteínas presentes, 

sendo que nas três condições, as proteínas de maior massa são mais abundantes. 

um padrão de massa molecular, pela concentração do 

a molecular das proteínas 

A avaliação prévia, por eletroforese unidimensional, das proteínas extraídas é 

importante para averiguar a qualidade da extração, bem como sua quantificação. 

dentro das conformidades, o próximo passo é 

 

.2 Eletroforese bidimensional (focalização isoelétrica e SDS-PAGE) 

.2.1 Perfil proteômico nas diferentes condições de cultivo 

são apresentados os resultados obtidos pela análise de 

SB132 por eletroforese bidimensional (focalização isoelétrica e 

om o método descrito no 

 



Figura 13. Mapas proteômicos de 

crescimento em (A-B) petróleo bruto 1,3%, (C

esquerda são mostrados os géis não 

pelo programa Image Master Platinum

em cada strip de 13 cm (3-11 NL) para a focalização isoelétrica (primeira dimensão) e o sistema 

usado para SDS-PAGE (segunda dimensão) fo

foi corado com azul de Comassie R

 

 

 

s proteômicos de A. junii SB132. As proteínas foram extraídas com 24h de 

B) petróleo bruto 1,3%, (C-D) diesel 1,3% e (E-F) extrato de levedura 1,3%. À 

esquerda são mostrados os géis não editados e à direita os géis editados após detecção de 

Image Master Platinum, versão 6.0 (GE Healthcare). Aplicou

11 NL) para a focalização isoelétrica (primeira dimensão) e o sistema 

PAGE (segunda dimensão) foi o Hoefer SE 600 Ruby (Amersham Bioscience

foi corado com azul de Comassie R-350. 
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As proteínas foram extraídas com 24h de 

F) extrato de levedura 1,3%. À 

após detecção de spots 

). Aplicou-se 250µg de proteínas 

11 NL) para a focalização isoelétrica (primeira dimensão) e o sistema 

Amersham Bioscience). O gel 
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Os géis bidimensionais referências na Figura 13 apresentaram similaridade 

superior a 70% quando comparados com outros géis da mesma condição (géis não 

mostrados). Os índices de similaridades obtidos foram 70,1 e 70,4% para extrato de 

levedura, 70,2 e 70,8% para petróleo bruto e 74,9 e 79,8% para diesel. O número de 

pontos protéicos marcados nos géis referência foram 400, 288 e 188, para extrato 

de levedura, petróleo bruto e diesel, respectivamente. 

As proteínas dos géis se encontram, em sua maioria, na extremidade positiva, 

ou seja, pontos isoelétricos (pI) mais baixos. Esse perfil reflete a característica do 

conjunto de proteínas da bactéria estudada nesta condição (strip 3-11 NL), 

possuindo proteínas mais ácidas, uma vez que em outros estudos com bactérias do 

mesmo gênero, observou-se o mesmo padrão. Como exemplo, quando 

Acinetobacter sp. KS-1 foi cultivada em benzoato como única fonte de carbono, 

foram observados 350 spots, dentre estes, 200 se encontraram na extremidade 

positiva (Kim et al., 2003). E mais, quando cultivada A. lwoffii K24 em anilina como 

única fonte de carbono, observaram-se em gel 2-DE aproximadamente 370 spots, 

sendo que a maioria destas estavam na extremidade positiva, indicando que estas 

proteínas eram ácidas (Kim et al., 2001). 

Provavelmente os resultados seriam diferentes em relação à quantidade de 

proteínas se as strips com comprimentos maiores e faixa de pH maior fossem 

utlizadas, pois revelariam proteínas além do limite de pI de 3 a 11 e maior resolução 

das proteínas já presentes nesta condição. Além disso, proteínas menos abundantes 

poderiam aparecer visto que pela quantidade de proteínas usada nestes estudos 

nos géis 2-DE (250µg), estas proteínas menos abundantes não aparecem. 

Menos pontos protéicos foram obtidos para petróleo bruto e diesel quando 

comparados com a condição de extrato de levedura, e este resultado pode estar 

relacionado com a natureza do substrato. As moléculas presentes no petróleo e 

diesel são majoritariamente hidrocarbonetos em série homóloga. Dessa forma, as 

transformações químicas que acontecem não variam muito e muitas enzimas são 

utilizadas em vários substratos dentro desta série, como exemplo, a hidroxilação 

terminal de hidrocarbonetos alifáticos por monooxigenases (Throne-Holst et al., 

2007). No entanto, dados do metaboloma são necessários para confirmar esta 

estimativa. 



Os géis da mesma condição de cultivo (não mostrados) podem ser 

considerados semelhantes e podem re

A. junii SB132. Essa razoabilidade (Gasnier, 2014) se refere à princípios teóricos, ou 

de experiência, que três géis são suficientes para representar o proteoma da 

bactéria estudada. Um maior número de géis não g

externa da pesquisa por representatividade, mas é razoável supor que três géis 

satisfaçam e garantem segurança quanto aos dados obtidos.

 

5.8.2.2 Expressão diferencial nos perfis proteômicos

Na Figura 14 e Tabela 4 são apresentado

comparativa dos géis bidimensionais referência de 

comparadas as três condições de cultivo de acordo c

4.10.2. 

 

 

Os géis da mesma condição de cultivo (não mostrados) podem ser 

considerados semelhantes e podem representar, por razoabilidade, o proteoma de 

SB132. Essa razoabilidade (Gasnier, 2014) se refere à princípios teóricos, ou 

de experiência, que três géis são suficientes para representar o proteoma da 

bactéria estudada. Um maior número de géis não garante que haja validação 

externa da pesquisa por representatividade, mas é razoável supor que três géis 

satisfaçam e garantem segurança quanto aos dados obtidos. 

.2.2 Expressão diferencial nos perfis proteômicos 

e Tabela 4 são apresentados os resultados obtidos da análise 

comparativa dos géis bidimensionais referência de A. junii

comparadas as três condições de cultivo de acordo com o método descrito no item 
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Os géis da mesma condição de cultivo (não mostrados) podem ser 

presentar, por razoabilidade, o proteoma de 

SB132. Essa razoabilidade (Gasnier, 2014) se refere à princípios teóricos, ou 

de experiência, que três géis são suficientes para representar o proteoma da 

arante que haja validação 

externa da pesquisa por representatividade, mas é razoável supor que três géis 

s os resultados obtidos da análise 

A. junii SB132. Foram 

om o método descrito no item 

 



Figura 14. Comparação entre os mapas proteômicos de 

analisados como descrito no item 4.

petróleo bruto e extrato de levedura. (C

diesel e extrato de levedura. (E

e diesel. Os pontos em verde representam os 

pontos em vermelho representam os 

analisadas pelo programa Image Master Platinum

 

 

 

 

. Comparação entre os mapas proteômicos de A. junii SB132. 

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

petróleo bruto e extrato de levedura. (C-D) comparação entre os géis da condição de cultivo em 

diesel e extrato de levedura. (E-F) comparação entre os géis da condição de cultivo em petróleo brut

e diesel. Os pontos em verde representam os spots que se repetem nas condições comparadas e os 

pontos em vermelho representam os spots que são específicos de cada condição. As imagens foram 

Image Master Platinum, versão 6.0 (GE Healthcare).
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SB132. Os géis foram obtidos e 

B) comparação entre os géis da condição de cultivo em 

D) comparação entre os géis da condição de cultivo em 

F) comparação entre os géis da condição de cultivo em petróleo bruto 

que se repetem nas condições comparadas e os 

que são específicos de cada condição. As imagens foram 

). 



Tabela 4. Análise de similaridade dos mapas proteômicos de 

obtidos utilizando-se o software 

na Figura 14. Na tabela estão indicadas as condições de cultivo e a porcentagem de similaridade 

entre elas. 

 

Na Figura 14 e a Tabela 4 são mostradas as similaridades entre as condições 

de cultivo na qual apresentaram valores abaixo 70%. Com um índice de similaridade 

de 52,9% entre géis da condição de extrato de levedura e petróleo bruto, estes 

apresentaram 182 spots

extrato de levedura e 121 

Com um índice de similaridade de 35,0% entre géis da condição de extrato de 

levedura e diesel, estes apresentaram 103 

condição de diesel e 314 

um índice de similaridade de 46,2% entre géis da condição de petróleo bruto e 

diesel, estes apresentaram 110 

petróleo bruto e 95 spots

Nos géis analisados, pontos protéicos específicos indicam proteínas 

diferencialmente expressas. O seu estudo é importante por representarem 

potenciais participantes no processo de biodegradação de xe

isso, vias associadas às adaptações da bactéria para crescimento no meio utilizado 

(petróleo, diesel ou extrato de levedura) também podem ser reveladas pela 

identificação dos pontos protéicos exclusivos.

Pontos protéicos comuns a todas

proteínas expressas por genes constitutivos (mantenedores). Estas são proteínas 

que participam de vias metabólicas essenciais, ou de rotina a qualquer fonte de 

carbono, como por exemplo, a via glicolítica ou o ci

presença destas enzimas é esperada.

 

 

Tabela 4. Análise de similaridade dos mapas proteômicos de A. junii SB132. 

se o software Image Master Platinum 6.0 a partir dos géis referência comparados 

Na tabela estão indicadas as condições de cultivo e a porcentagem de similaridade 

e a Tabela 4 são mostradas as similaridades entre as condições 

de cultivo na qual apresentaram valores abaixo 70%. Com um índice de similaridade 

de 52,9% entre géis da condição de extrato de levedura e petróleo bruto, estes 

spots comuns, 235 spots presentes somente na condição de 

extrato de levedura e 121 spots presentes somente na condição de petróleo bruto. 

Com um índice de similaridade de 35,0% entre géis da condição de extrato de 

levedura e diesel, estes apresentaram 103 spots comuns, 102 

condição de diesel e 314 spots somente da condição de extrato de levedura. Com 

um índice de similaridade de 46,2% entre géis da condição de petróleo bruto e 

diesel, estes apresentaram 110 spots comuns, 193 spots somente da condição de 

spots somente da condição em diesel. 

Nos géis analisados, pontos protéicos específicos indicam proteínas 

diferencialmente expressas. O seu estudo é importante por representarem 

potenciais participantes no processo de biodegradação de xenobióticos. Somado a 

isso, vias associadas às adaptações da bactéria para crescimento no meio utilizado 

(petróleo, diesel ou extrato de levedura) também podem ser reveladas pela 

identificação dos pontos protéicos exclusivos. 

Pontos protéicos comuns a todas as condições são importantes, pois revelam 

proteínas expressas por genes constitutivos (mantenedores). Estas são proteínas 

que participam de vias metabólicas essenciais, ou de rotina a qualquer fonte de 

carbono, como por exemplo, a via glicolítica ou o ciclo de Krebs. Portanto, a 

presença destas enzimas é esperada. 
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SB132. Os valores foram 

a partir dos géis referência comparados 

Na tabela estão indicadas as condições de cultivo e a porcentagem de similaridade 

 

e a Tabela 4 são mostradas as similaridades entre as condições 

de cultivo na qual apresentaram valores abaixo 70%. Com um índice de similaridade 

de 52,9% entre géis da condição de extrato de levedura e petróleo bruto, estes 

presentes somente na condição de 

presentes somente na condição de petróleo bruto. 

Com um índice de similaridade de 35,0% entre géis da condição de extrato de 

102 spots somente da 

somente da condição de extrato de levedura. Com 

um índice de similaridade de 46,2% entre géis da condição de petróleo bruto e 

comuns, 193 spots somente da condição de 

Nos géis analisados, pontos protéicos específicos indicam proteínas 

diferencialmente expressas. O seu estudo é importante por representarem 

nobióticos. Somado a 

isso, vias associadas às adaptações da bactéria para crescimento no meio utilizado 

(petróleo, diesel ou extrato de levedura) também podem ser reveladas pela 

as condições são importantes, pois revelam 

proteínas expressas por genes constitutivos (mantenedores). Estas são proteínas 

que participam de vias metabólicas essenciais, ou de rotina a qualquer fonte de 

clo de Krebs. Portanto, a 



5.9 ANÁLISE DAS PROTEÍNAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

A fim de induzir a expressão diferencial de proteínas, 

cultivada em petróleo bruto, diesel e extrato de levedura separadamente como 

únicas fontes de carbono. A análise comparativa dos géis 2

para as três condições de cultivo (

proteínas tenha sido observada em gel, obteve

pequena quantidade spots

proteínas fora identificada

dados (Tabela 6, 7 e 8). 

recortes dos géis de acordo com o método descrito no item 4.

 

Tabela 5. Spots selecionados para análise por espectrometria de massa. 

spots comuns a todas as condições, 

presentes somente na condição de petróleo bruto. Os números indicam a identificação dos 

gel e estes foram recortados com uma ponteira P1000. Foi utilizado somente o gel referência da 

condição crescimento em petróleo bruto.

Dos 100 spots selecionados para identificação por espectrometria de massa, 

foram obtidos resultados conclusivos de 30. Entre estes, 15 

resultados como proteínas hipotéticas e os 15 restantes como pro

Dentre todas as proteínas 

condições de cultivo, 3 foram detectadas somente na condição de petróleo bruto e 

diesel, e 8 foram exclusiva

15). Proteínas hipotéticas são aquelas que foram determinadas 

computacionalmente, ou seja, são preditas por ferramentas de identificação de 

genes durante a análise do genoma, mas sua função e papel biológico não foram 

determinados (Rambabu 

 

DAS PROTEÍNAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

A fim de induzir a expressão diferencial de proteínas, 

cultivada em petróleo bruto, diesel e extrato de levedura separadamente como 

únicas fontes de carbono. A análise comparativa dos géis 2-DE foram realizadas 

para as três condições de cultivo (Figura 14). Mesmo que uma grande quantidade de 

as tenha sido observada em gel, obteve-se apenas resultados de uma 

spots, consequentemente uma peque

proteínas fora identificada por espectrometria de massa e por análise em banco de 

dados (Tabela 6, 7 e 8). Na Tabela 5 são apresentados os spots

recortes dos géis de acordo com o método descrito no item 4.11.1.

selecionados para análise por espectrometria de massa. 

comuns a todas as condições, spots presentes na condição de petróleo bruto e diesel, e 

presentes somente na condição de petróleo bruto. Os números indicam a identificação dos 

gel e estes foram recortados com uma ponteira P1000. Foi utilizado somente o gel referência da 

ção crescimento em petróleo bruto. 

 

selecionados para identificação por espectrometria de massa, 

foram obtidos resultados conclusivos de 30. Entre estes, 15 

resultados como proteínas hipotéticas e os 15 restantes como pro

Dentre todas as proteínas putativas identificadas, 4 foram detectadas em todas as 

condições de cultivo, 3 foram detectadas somente na condição de petróleo bruto e 

diesel, e 8 foram exclusiva da condição de petróleo como fonte de carbono (

). Proteínas hipotéticas são aquelas que foram determinadas 

computacionalmente, ou seja, são preditas por ferramentas de identificação de 

genes durante a análise do genoma, mas sua função e papel biológico não foram 

determinados (Rambabu et al., 2012). 
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DAS PROTEÍNAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA 

A fim de induzir a expressão diferencial de proteínas, A. junii SB132 foi 

cultivada em petróleo bruto, diesel e extrato de levedura separadamente como 

DE foram realizadas 

). Mesmo que uma grande quantidade de 

se apenas resultados de uma 

, consequentemente uma pequena quantidade de 

por espectrometria de massa e por análise em banco de 

spots selecionados para 

.1. 

selecionados para análise por espectrometria de massa. Foram selecionados 

presentes na condição de petróleo bruto e diesel, e spots 

presentes somente na condição de petróleo bruto. Os números indicam a identificação dos spots no 

gel e estes foram recortados com uma ponteira P1000. Foi utilizado somente o gel referência da 

 

selecionados para identificação por espectrometria de massa, 

foram obtidos resultados conclusivos de 30. Entre estes, 15 spots tiveram seus 

resultados como proteínas hipotéticas e os 15 restantes como proteínas putativas. 

4 foram detectadas em todas as 

condições de cultivo, 3 foram detectadas somente na condição de petróleo bruto e 

da condição de petróleo como fonte de carbono (Figura 

). Proteínas hipotéticas são aquelas que foram determinadas 

computacionalmente, ou seja, são preditas por ferramentas de identificação de 

genes durante a análise do genoma, mas sua função e papel biológico não foram 



Figura 15. Spots analisados por espectrometria de massa. 

referência da condição de crescimento em petróleo bruto. O recorte foi feito manualmente usando 

ponteira P1000. As proteínas fora

programa Mascot (Matrix Science)

 

Os estudos proteômicos associados à biorremed

porque podem mostrar a resposta celular globa

poluente. Diversas bactérias são estudadas, entre as mais importantes são as 

Pseudomonas spp. Estas bactérias mesmo tendo representantes que são 

conhecidas como patógenos oportunistas, possuem representantes com grande 

potencial para biodegradação (Kim 

Acinetobacter spp. são descritas como uma das principais biodegradadoras de 

alcanos do grupo de Gram

Proteínas provenientes de

somente na condição de petróleo bruto e diesel, e presentes somente na 

de petróleo bruto (Tabela 6, 7 e 8) foram identificadas e suas funções celulares e 

moleculares foram dadas (itens 5.4.1, 5.4.2 e 5.4.3)

 

analisados por espectrometria de massa. Os números indicam 

referência da condição de crescimento em petróleo bruto. O recorte foi feito manualmente usando 

As proteínas foram tripsinizadas e analisadas em espectrômetro de massa e no 

(Matrix Science) pela ferramenta PMF (peptide mass fingerprinting

Os estudos proteômicos associados à biorremediação são importantes 

porque podem mostrar a resposta celular global das bactérias frente a determinado 

poluente. Diversas bactérias são estudadas, entre as mais importantes são as 

. Estas bactérias mesmo tendo representantes que são 

conhecidas como patógenos oportunistas, possuem representantes com grande 

potencial para biodegradação (Kim et al., 2009; Zhao et al., 2005). Da mesma forma

são descritas como uma das principais biodegradadoras de 

ram-negativas (Abdel-El-Haleem, 2003). 

Proteínas provenientes de spots comuns em todas as condições, presentes 

somente na condição de petróleo bruto e diesel, e presentes somente na 

bruto (Tabela 6, 7 e 8) foram identificadas e suas funções celulares e 

moleculares foram dadas (itens 5.4.1, 5.4.2 e 5.4.3). 
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Os números indicam spots no gel 2-DE 

referência da condição de crescimento em petróleo bruto. O recorte foi feito manualmente usando 

tripsinizadas e analisadas em espectrômetro de massa e no 

peptide mass fingerprinting). 

ação são importantes 

l das bactérias frente a determinado 

poluente. Diversas bactérias são estudadas, entre as mais importantes são as 

. Estas bactérias mesmo tendo representantes que são 

conhecidas como patógenos oportunistas, possuem representantes com grande 

2005). Da mesma forma, 

são descritas como uma das principais biodegradadoras de n-

comuns em todas as condições, presentes 

somente na condição de petróleo bruto e diesel, e presentes somente na condição 

bruto (Tabela 6, 7 e 8) foram identificadas e suas funções celulares e 
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Tabela 6. Proteínas identificadas de spots comuns as condições de cultivo em petróleo bruto, diesel e extrato de levedura (constitutivas). 

 

 

Tabela 7. Proteínas identificadas de spots presentes nas condição de cultivo em petróleo bruto e diesel (diferenciais). 

 

 

 

 

 

n° Spot
Quantidade 
total de íons

Íons 
processados

Íons 
combinados 

(matched) 
Proteína putativa Taxonomia Cobertura (%) NCBInr Score Mr

pI 

teórico
pI experimental Função celular

1 1 11 6 6 Domínio de proteína Rieske Bordetella holmesii 35009 16 gi|585211633 67 43609 5,15 4,9
Metabolismo de compostos 

aromáticos

2 2 3 2 2 Proteína hipotética Acinetobacter baumannii 1178044 27 gi|589417156 36 5799 4,18 6,6

3 3 8 7 6
MULTISPECIES: eritronato-4-fosfato 

desidrogenase 
Pseudomonas sp. 18 gi|517755102 60 41811 4,92 6 Biossíntese de piridoxina

4 4 29 25 8 Proteína hipotética Polaromonas sp. CF318 65 gi|495142791  68 22117 9,45 4,5

5 6 18 15 9
3-hidroxidecanoil-[acil-proteína -

transportadora] desidratase
Gilliamella apicola 24 gi|597810687 60 19589 7.1 4,1 Biossíntese de ácidos graxos

6 7 8 8 6 Proteína hipotética Thioalkalivibrio sp. ALJ24 28 gi|517765186 58 19961 4,34 6,5

7 11 23 20 15 Proteína hipotética delta proteobacterium PSCGC 5342 12 gi|654513613 73 77778 9,11 8,1

8 15 14 11 8 Proteína de reparto de DNA mutT Rhizobium sp. CCGE 510 24 gi|494908545 59 20284 9,87 4,8
Mecanismos de reparao do 

DNA

9 16 17 13 8 Proteína hipotética Pseudomonas savastanoi 40 gi|488616946 67 12024 6,9 7

n° Spot
Quantidade 
total de íons

Íons 
processados

Íons 
combinados 

(matched) 
Proteína putativa Taxonomia Cobertura (%) NCBInr Score Mr pI teórico pI experimental Função celular

10 21 14 12 8 Família de proteínas glicosiltransferase
Xanthomonas axonopodis pv. punicae 

str. LMG 859
21 gi|372553304  67 29078 8,72 6,4 Biossíntese de carboidratos

11 32 19 16 12 Proteína quinase Morganella morganii 20 gi|701206914 75 40485 8,67 5,1 Sinalização celular

12 33 8 7 6 Pirrolina-5-carboxilato redutase Rhodobacteraceae bacterium KLH11 38 gi|496032829 68 9431 4,83 5,5 Metabolismo de aminoácidos
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Tabela 8. Proteínas identificadas de spots presentes nas condições de cultivo em petróleo bruto e diesel (diferenciais). 

 

 

 

n° Spot
Quantidade 
total de íons

Íons 
processados

Íons 
combinados 

(matched) 
Proteína putativa Taxonomia Cobertura (%) NCBInr Score Mr pI teórico pI experimental Função celular

13 38 16 14 5 4-oxalocrotonate tautomerase Bradyrhizobium sp. ORS 375 34 gi|496319036 51 8402 5,71 4
Metabolimsmo de 

xenobióticos

14 42 14 12 8
Família de proteínas associadas a 

CRISPR
Acinetobacter baumannii 983759 14 gi|588137226 59  39879 7.68 6 Mecanismo de defesa

15 43 12 10 6 Proteína hipotética Burkholderia pseudomallei MSHR338 65 gi|529453182 63 4589 8,2 7,1

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

17 49 12 10 6 Proteína hipotética Methylomarinum vadi 38 gi|670486936 59 9881 9,69 4,9

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

19 51 11 10 8 Serina peptidase Pseudomonas fluorescens 10 gi|489276655 60 50716 5,82 4,6 Metabolismo das proteínas

20 71 12 11 9 Transdutor de energia TonB Methylosarcina lacus 21 gi|635649973 72 33737 9,31 5,3
Proteínas de membrana 

tansdutora de sinais

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

22 76 12 11 5 Proteína hipotética Bradyrhizobium sp. WSM471 39 gi|494884538 57 7753 6,06 6

23 78 8 7 5 Proteína hipotética Acinetobacter guillouiae 36 gi|490861904 54 7105 5,3 4,4

24 80 16 14 11
MULTISPECIES: acil-CoA 

desidrogenase
Ralstonia 21 gi|502317623 69 47086 6,74 5,4 Metabolismo de lipideos

25 83 15 13 7
Família de reguladores transcricionais 

Crp/Fnr
Sphingobium sp. Ant17 25 gi|593809235  53 27355 6,9 5,3 Fatores de trascrição

26 85 21 19 9 Proteína hipotética Aeromonas sp. 4287D 41 gi|696656920 65 12004 5,5 5,3

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

28 95 14 13 8 Proteína hipotética Aeromonas sp. AE235 28  gi|696630635 60 25274 11,62 5,8

29 96 4 4 4 Proteína hipotética Pantoea sp. GM01 27 gi|495163406 56 10338 8,04 4,4

30 99 18 16 7 Proteína hipotética Acinetobacter bouvetii 43 gi|491149639 49 16783 6,41 5,3
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5.9.1 Proteínas detectadas em todas as condições de cultivo 

a) Dominio catalítico da proteína Rieske 

A degradação de hidrocarbonetos aromáticos é realizada por um conjunto de 

enzimas na qual seus produtos são utlizados como fonte de carbono e energia. 

Dentre estas, as Rieske são uma família de enzimas importantes envolvidas na 

degradação desses compostos, como benzoato, benzeno, tolueno, fitalato, naftaleno 

e bifenil. As enzimas Rieske usualmente catalisam a incorporação de dois átomos 

de oxigênio no anel aromático para formar areno-cis-diidrodiol, seguido de uma 

reação de desidrogenação usualmente catalisada por uma outra enzima, a cis-

diidrodiol desidrogenase (Pérez-Pantoja et al., 2009). 

As enzimas Rieske possuem um alto potencial de redução e são 

majoritariamente dependente de NADH. As reações que catalisam são a cis-

hidroxilação, clivagem de anel aromático e hidroperoxidação. Os substratos variam 

de arenos (tolueno, naftaleno) a carboxilatos (benzoato e fitalato). Estas enzimas 

incluem as dioxigenases que clivam anéis aromáticos, tais como as catecol 

dioxigenases, que incorporam ambos os átomos do oxigênio molecular em carbonos 

adjacentes gerando cis-diidrodiol que poderá ser mais oxidado pela clivagem do anel 

aromático e produtos que servirão como fonte de carbono e energia no clico de 

Krebs (Burton, 2003).  

Abaixo é mostrado a via metabólica de degradação de naftaleno, um 

composto modelo utilizado em estudos de biodegradação (Figura 16). Na via 

metabólica mostrada, a naftaleno dioxigenase atua na primeira etapa de conversão 

do naftaleno para cis-(1R, 2S)-diidroxi-1,2-diidronaftaleno. Outras enzimas estão 

envolvidas no processo de degradação, cada uma realizando suas reações 

específicas até que surjam intermediários que serão utilizados como fonte de 

carbono e energia. 

 



Figura 16. Via catabólica proposta para degradação de Naftaleno em bactéria. 

dioxigenase (pertecente a família Rieske) inicia a via atacando o anel aromático p

2S)-dihydroxy-1,2-dihydronaphthalene. A seta vermelha indica a reação que a enzima catalisa 

(Reproduzido de Seo et al., 2009).

 

É importante destacar

identificado, visto que estas enzimas 

domínios com funções de transportadores de elétrons (Pérez

Além disso, o fato de domínio catalítico Rieske ter sido identificad

condições de cultivo indica que ela é expressa constitut

verificação da atividade enzimática desta proteína deverão ser realizados, afim de 

confirmar sua expressão pela 

poderão ser empregados associados aos métodos bioquímicos para caracterizaç

da sua atividade. 

 

 

. Via catabólica proposta para degradação de Naftaleno em bactéria. 

dioxigenase (pertecente a família Rieske) inicia a via atacando o anel aromático p

dihydronaphthalene. A seta vermelha indica a reação que a enzima catalisa 

, 2009). 

importante destacar que nesta pesquisa apenas o domínio Rieske foi 

identificado, visto que estas enzimas são multicomponentes

domínios com funções de transportadores de elétrons (Pérez-Pantoja 

Além disso, o fato de domínio catalítico Rieske ter sido identificad

condições de cultivo indica que ela é expressa constitutivamente. Estudos para 

verificação da atividade enzimática desta proteína deverão ser realizados, afim de 

confirmar sua expressão pela A. junii SB132. Métodos de genética molecular 

poderão ser empregados associados aos métodos bioquímicos para caracterizaç
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. Via catabólica proposta para degradação de Naftaleno em bactéria. A naftaleno 

dioxigenase (pertecente a família Rieske) inicia a via atacando o anel aromático para formar cis-(1R, 

dihydronaphthalene. A seta vermelha indica a reação que a enzima catalisa 

que nesta pesquisa apenas o domínio Rieske foi 

são multicomponentes, possuindo outros 

Pantoja et al., 2009). 

Além disso, o fato de domínio catalítico Rieske ter sido identificado nas três 

ivamente. Estudos para 

verificação da atividade enzimática desta proteína deverão ser realizados, afim de 

SB132. Métodos de genética molecular 

poderão ser empregados associados aos métodos bioquímicos para caracterização 



b) Proteína eritronato-4

A eritronato-4-fosfato desidrogenase é uma

biossíntese de piridoxina, a forma ativa da vitamina B6. Foram descritas três vias 

para biossintese de piridoxina em ba

descritas duas vias: a via 

codificadas por dez genes, compartilham apenas um gene 

anel da piridina é gerado a partir do D

outro lado, a via de salvamento a piridoxina é gerada sem o anel de piridina. Uma 

outra via pouco descrita 

(Figura 17). 

Figura 17. Vias de biossíntese de piridoxina. 

forma ativa da vitamina B6. 1* indica 3

3-phosphate. O gene pdxB (seta vermelha) codifica para a enzima eritronato

que converte eritronato-4-fosfato a 3

al., 2005). 

 

4-fosfato desidrogenase 

fosfato desidrogenase é uma enzima que pariticipa da 

ntese de piridoxina, a forma ativa da vitamina B6. Foram descritas três vias 

para biossintese de piridoxina em bactérias e fungos. Na Escherichia coli

descritas duas vias: a via de novo e a via de salvamento. Estas duas vias 

codificadas por dez genes, compartilham apenas um gene (pdxH

anel da piridina é gerado a partir do D-eritrose-4-fosfato e gliceraldei

outro lado, a via de salvamento a piridoxina é gerada sem o anel de piridina. Uma 

pouco descrita está presente apenas em fungos (Tanaka 

. Vias de biossíntese de piridoxina. Os círculos indicam os substratos. Piridoxina é a 

forma ativa da vitamina B6. 1* indica 3-hidroxi-4-fosfohidroxia-cetobutirato; 2* indica glyceraldehyde

(seta vermelha) codifica para a enzima eritronato-

fosfato a 3-hidroxi-4-fosfohidroxia-cetobutirato (Reproduzido de Tanaka 
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enzima que pariticipa da 

ntese de piridoxina, a forma ativa da vitamina B6. Foram descritas três vias 

Escherichia coli foram 

e a via de salvamento. Estas duas vias 

(pdxH). Na via de novo o 

e gliceraldeido-3-fosfato. Por 

outro lado, a via de salvamento a piridoxina é gerada sem o anel de piridina. Uma 

Tanaka et al., 2005) 

 

Os círculos indicam os substratos. Piridoxina é a 

cetobutirato; 2* indica glyceraldehyde-

-4-fosfato desidrogenase 

cetobutirato (Reproduzido de Tanaka et 
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Esta proteína pertence a família de enzimas Pdx (PdxA, PdxB, PdxF, PdxH, 

PdxJ e GapB) que em bactérias está restrita a classe das ɣ-proteobactéria e estão 

envolvidas na síntese de piridoxal-5′-fosfato (piridoxina), a forma ativa da vitamina 

B6. Esta enzima é codificada pelo gene pdxB e pertence à superfamília 2-

hidroxiácido desidrogenase específica para D-isômeros. Em uma das etapas na 

biossíntese 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 é essencial para organismos vivos, pois são utilizadas por 

muitas enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos e aminoácidos. Esta 

vitamina também desenpenha um papel contra fotosensiblização em fungos. A 

maioria dos organismos unicelulares e plantas sintetizam esta vitamina (Tanaka et 

al., 2005). A presença desta enzima indica que a bactéria está produzindo esta 

vitamina durante seu crescimento nas três condições de cultivo (petróleo bruto, 

diesel e extrato de levedura).  

 

c) 3-hidroxidecanoil-[acil-proteína-transportadora] desidratase 

A biossíntese e a oxidação de lipídeos ocorrem por vias totalmente distintas e 

são catalisadas por conjuntos diferentes de enzimas. No entanto, as sequências de 

reações enzimáticas para biossíntese é a mesma em procariotos e em eucariotos. 

Durante as etapas, logo após a condensação e redução do grupo carbonila, uma 

enzima chamada β-hidroxiacil-ACP desidratase catalisa uma reação de desidratação 

que resulta em dupla ligação. Esta dupla ligação será posteriormente reduzida para 

continuar o processo de biossíntese de ácidos graxos em quatro passos (Nelson e 

Cox, 2002) (Figura 18). 



Figura 18. Via biossintética de ácidos graxos. 

vermelha a esquerda da imagem e análoga a 3

desidratase) catalisa a reação de desidratação de 

ligação insaturada (reproduzido de Xu 

 

Dessa forma, 3-

uma enzima análoga a 

para a introdução de insaturação 

(3R)-3-hidroxidecanoil-ACP para E

(3)-decenoil-ACP. Pode catalisar a reação de desidratação de 

com comprimento de cadeia saturada de até 16:0, s

comprimento intermediário. É inativa na desidratação de longas cadeias insaturadas 

β-hidroxiacil-ACP (http://www.uniprot.org/uniprot/P0A6Q3).

De maneira hipotética, pode

carbono necessária para a biossíntese d

carboidratos presentes nas amostras (Wentzel 

n-alcanos fornecem moléculas de acil

CoA, sendo estes últimos utlizados na biossíntese de lip

Figura 18. 

 

a biossintética de ácidos graxos. A enzima β-hidroxiacil-

vermelha a esquerda da imagem e análoga a 3-hidroxidecanoil-[acil-

desidratase) catalisa a reação de desidratação de β-hidroxiacil-ACP para enol acil

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

hidroxidecanoil-[acil-proteína-transportadora] desidratase é 

uma enzima análoga a β-hidroxiacil-ACP desidratase. Esta enzima é necessária 

para a introdução de insaturação cis em ácidos graxos. Catalisa a desidratação de 

ACP para E-(2)-decenoil-ACP e então sua isomerização a Z

ACP. Pode catalisar a reação de desidratação de 

com comprimento de cadeia saturada de até 16:0, sendo mais ativa em cadeia de 

comprimento intermediário. É inativa na desidratação de longas cadeias insaturadas 

ACP (http://www.uniprot.org/uniprot/P0A6Q3). 

De maneira hipotética, pode-se inferir por dados da literatura que a fonte de 

necessária para a biossíntese de lipídeos poderá ser os 

carboidratos presentes nas amostras (Wentzel et al., 2007; Nelson

alcanos fornecem moléculas de acil-CoA que poderão ser convertidos em malonil

ltimos utlizados na biossíntese de lipídeos como mostrado na 
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-ACP desidratase (seta 

-proteína-transportadora] 

ACP para enol acil-ACP, gerando uma 

transportadora] desidratase é 

ACP desidratase. Esta enzima é necessária 

em ácidos graxos. Catalisa a desidratação de 

ACP e então sua isomerização a Z-

ACP. Pode catalisar a reação de desidratação de β-hidroxiacil-ACPs 

endo mais ativa em cadeia de 

comprimento intermediário. É inativa na desidratação de longas cadeias insaturadas 

se inferir por dados da literatura que a fonte de 

e lipídeos poderá ser os n-alcanos e os 

2007; Nelson e Cox, 2002). Os 

poderão ser convertidos em malonil-

ídeos como mostrado na 
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Por ser uma proteína do metabolismo constitutivo, esta enzima desempenha 

funções acopladas ao crescimento celular. A biossíntese de membrana celular é 

necessária para acompanhar com crescimento celular durante as divisões celulares. 

Por isso, esta enzima foi encontrada em células cultivadas nas três condições de 

cultivo. 

 

d) Proteína 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 participação de 

genes neste processo é estudar os genes mutadores. Os genes mutadores são 

aqueles em que seu produto é parte de um sistema de reparo. Logo, uma mutação 

que retire a função deste gene, interfere nos mecanismos de reparo do DNA. Nesta 

classificação, o gene mutT é considerado como um gene mutador . 

A proteína mutT descrita para E. coli é uma importante participante em evitar 

erros na replicação do DNA. Um alelo mutT inativo gera uma especificidade 

mutacional: mutacões de trasversão (A-T para C-G) são aumentadas. O papel 

biológico da proteína mutT é prevenir o pareamento inadequado entre A-G durante a 

replicação, especificamente o pareamento errado entre uma base A com uma forma 

oxidada da guanina, 8-oxoguanina, que resulta quando a forma oxidada está 

disponível para a DNA polimerase. MutT é parte de um elaborado sistema de defesa 

que protege contra os efeitos mutagênicos de guaninas oxidadas (Fowler e 

Schaaper, 1997)(Figura 19). 



Figura 19. Ação da proteína mutT na fidelidade da replicação do DNA. 

por oxidação da guanina, pode parear com a base timina na primeira replicação. Na segunda 

replicação, a 8-oxoguanina inserida parea com citosina (mutação de trasversão) ou timina. A proteína 

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

 

A manutenção da informação genética é crucial durante os processo de 

replicação. Desta forma, a proteína mutT poderá ser expressa constitutivamente em 

função do seu papel de proteção do DNA. Logo, o cultivo em qualquer condição de 

crescimento pode não afetar tal expressão, podendo esta expressão ser afetada por 

outros fatores que estejam atu

temperatura, vibração, entre outros.

 

5.9.2 Proteínas detectadas 

bruto e diesel 

a) Glicosiltransferases 25 família de proteínas

As glicosiltransferases são enzimas 

grupamentos açúcar para formar as ligações glicosídicas, sendo enzimas centrais na 

biossíntese de dissacarídeos, oligossacarídeos e polissacarídeos

Glicosiltransferases podem ser classificadas como enzimas de retenção ou d

inversão de acordo com a esteroquímica do substrato e o produto da reação. Por 

analogia com as glicosidases, existem dois principais resultados estereoquímicos 

 

. Ação da proteína mutT na fidelidade da replicação do DNA. A 8

por oxidação da guanina, pode parear com a base timina na primeira replicação. Na segunda 

oxoguanina inserida parea com citosina (mutação de trasversão) ou timina. A proteína 

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

A manutenção da informação genética é crucial durante os processo de 

forma, a proteína mutT poderá ser expressa constitutivamente em 

função do seu papel de proteção do DNA. Logo, o cultivo em qualquer condição de 

crescimento pode não afetar tal expressão, podendo esta expressão ser afetada por 

outros fatores que estejam atuando sobre as três condições de cultivo, como 

temperatura, vibração, entre outros. 

.2 Proteínas detectadas somente nas condições de cultivo em petróleo 

Glicosiltransferases 25 família de proteínas 

As glicosiltransferases são enzimas que catalisam a transferência de 

grupamentos açúcar para formar as ligações glicosídicas, sendo enzimas centrais na 

biossíntese de dissacarídeos, oligossacarídeos e polissacarídeos

Glicosiltransferases podem ser classificadas como enzimas de retenção ou d

inversão de acordo com a esteroquímica do substrato e o produto da reação. Por 

analogia com as glicosidases, existem dois principais resultados estereoquímicos 
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A 8-oxoguanina formada 

por oxidação da guanina, pode parear com a base timina na primeira replicação. Na segunda 

oxoguanina inserida parea com citosina (mutação de trasversão) ou timina. A proteína 

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

A manutenção da informação genética é crucial durante os processo de 

forma, a proteína mutT poderá ser expressa constitutivamente em 

função do seu papel de proteção do DNA. Logo, o cultivo em qualquer condição de 

crescimento pode não afetar tal expressão, podendo esta expressão ser afetada por 

ando sobre as três condições de cultivo, como 

nas condições de cultivo em petróleo 

que catalisam a transferência de 

grupamentos açúcar para formar as ligações glicosídicas, sendo enzimas centrais na 

biossíntese de dissacarídeos, oligossacarídeos e polissacarídeos. 

Glicosiltransferases podem ser classificadas como enzimas de retenção ou de 

inversão de acordo com a esteroquímica do substrato e o produto da reação. Por 

analogia com as glicosidases, existem dois principais resultados estereoquímicos 



para glicosiltransferase: inversão da configuração anomérica ou retenção da 

configuração anomé

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

Inicialmente o processo de glicosilação estava restrito aos eucariotos nos 

processo de glicosilação de proteínas alterando assim a resistência proteolítica, 

solubilidade de proteínas, estabilidade, estrutura local e imunogenicidade. Hoje 

sabe-se que o processo de glicosilação também está presente nos procariotos e já 

está sendo estudado, principalmente em 

glicosiladas em bactérias normalm

superfície, sendo estas envolvidas com as interações entre as bactérias e interações 

das bactérias com o ambiente (Tabish

O processo de glicosilação bacteriana (tais como biossíntese de glicolip

glicoproteínas e polissacarídeos) tem sido estudado extensivamente, mesmo que a 

maioria ainda permanece pouco caracterizada (Zhu 

 

b) Proteína quinase 

Estas proteínas são enzimas que catalisam a reação de fosforilação de 

proteínas pela transferência de um grupo fosforila de ATP para treonina, serina ou 

tirosina. Estes efeitos de fosforilação são responsáveis por estímulos extracelulares 

e intracelulares, que fornecem um mecanismo altamente eficiente para o controle da 

atividade de proteínas (Silva 

Figura 20. Regulação da atividade de proteínas via transferência de grupo fosfato por proteína 

quinase. De acordo com a proteína alvo, a fosforilação pode ativar ou inativar sua função. No caso 

da P1, sua função é ativada, no caso da P2 sua função é inativada (reproduzido de Duarte, 2010).

 

para glicosiltransferase: inversão da configuração anomérica ou retenção da 

configuração anomérica (Carbohidrate Active Enzime 

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

Inicialmente o processo de glicosilação estava restrito aos eucariotos nos 

processo de glicosilação de proteínas alterando assim a resistência proteolítica, 

proteínas, estabilidade, estrutura local e imunogenicidade. Hoje 

se que o processo de glicosilação também está presente nos procariotos e já 

está sendo estudado, principalmente em Campylobacter jejuni

glicosiladas em bactérias normalmente são proteínas secretadas, ou proteínas de 

superfície, sendo estas envolvidas com as interações entre as bactérias e interações 

das bactérias com o ambiente (Tabish et al., 2011). 

O processo de glicosilação bacteriana (tais como biossíntese de glicolip

glicoproteínas e polissacarídeos) tem sido estudado extensivamente, mesmo que a 

maioria ainda permanece pouco caracterizada (Zhu et al., 2013). 

Estas proteínas são enzimas que catalisam a reação de fosforilação de 

a transferência de um grupo fosforila de ATP para treonina, serina ou 

tirosina. Estes efeitos de fosforilação são responsáveis por estímulos extracelulares 

e intracelulares, que fornecem um mecanismo altamente eficiente para o controle da 

eínas (Silva et al., 2009) (Figura 20). 

. Regulação da atividade de proteínas via transferência de grupo fosfato por proteína 

De acordo com a proteína alvo, a fosforilação pode ativar ou inativar sua função. No caso 

, no caso da P2 sua função é inativada (reproduzido de Duarte, 2010).
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para glicosiltransferase: inversão da configuração anomérica ou retenção da 

Carbohidrate Active Enzime - 

Inicialmente o processo de glicosilação estava restrito aos eucariotos nos 

processo de glicosilação de proteínas alterando assim a resistência proteolítica, 

proteínas, estabilidade, estrutura local e imunogenicidade. Hoje 

se que o processo de glicosilação também está presente nos procariotos e já 

Campylobacter jejuni. Estas proteínas 

ente são proteínas secretadas, ou proteínas de 

superfície, sendo estas envolvidas com as interações entre as bactérias e interações 

O processo de glicosilação bacteriana (tais como biossíntese de glicolipídeos, 

glicoproteínas e polissacarídeos) tem sido estudado extensivamente, mesmo que a 

2013).  

Estas proteínas são enzimas que catalisam a reação de fosforilação de 

a transferência de um grupo fosforila de ATP para treonina, serina ou 

tirosina. Estes efeitos de fosforilação são responsáveis por estímulos extracelulares 

e intracelulares, que fornecem um mecanismo altamente eficiente para o controle da 

 

. Regulação da atividade de proteínas via transferência de grupo fosfato por proteína 

De acordo com a proteína alvo, a fosforilação pode ativar ou inativar sua função. No caso 

, no caso da P2 sua função é inativada (reproduzido de Duarte, 2010). 



A fosforilação de proteínas promove um dos principais meio de transdução de 

sinais celulares, e como tal, tem sido utilizado pela maioria dos organismos de todo 

os domínios da vida. Pesquisas extensivas tem sido realizadas para descobrir a 

existência de uma localização específica de sítios de fosforilação de proteínas como 

uma maneira de entender a função e a regulação protéica (Chou 

 

c) Pirrolina-5-carboxilato 

Esta é uma enzima mantenedora que catalisa a última etapa da biossíntese 

de prolina. Pode utilizar NAD e NADP, mas tem alta afinidade por NAD 

(http://www.uniprot.org/uniprot/P32322

Figura 21. Representação esquemática do metabolismo do L

(P5C) pode ser convertida espontaneamente

prolina (PRO) pela pirrolina-

pirrolina-5-carboxilato desidrogenase

ornitina pela ornitina aminotransferase (OAT) e participa das reações do ciclo da ureia. A seta 

vermelha indica a pirrolina-5-carboxilato redutase

 

A biossíntese de prolina tem duas rotas de formação. A primeira envolve dois 

passos enzimáticos, a primeira realizada 

glutaminl fosfato redutase sobre a glutamato. 

nas plantas e animais, chamada pirrolina

 

A fosforilação de proteínas promove um dos principais meio de transdução de 

sinais celulares, e como tal, tem sido utilizado pela maioria dos organismos de todo 

a. Pesquisas extensivas tem sido realizadas para descobrir a 

existência de uma localização específica de sítios de fosforilação de proteínas como 

uma maneira de entender a função e a regulação protéica (Chou 

carboxilato redutase 

Esta é uma enzima mantenedora que catalisa a última etapa da biossíntese 

de prolina. Pode utilizar NAD e NADP, mas tem alta afinidade por NAD 

(http://www.uniprot.org/uniprot/P32322) (Figura 21). 

. Representação esquemática do metabolismo do L-triptofano. 

(P5C) pode ser convertida espontaneamente em glutamato semialdeido (GSA). A P5C

-5-caboxilato redutase (P5CR) e GSA é convertida

carboxilato desidrogenase (P5CDH). Alternativamente GSA pode ser convertida em 

ornitina pela ornitina aminotransferase (OAT) e participa das reações do ciclo da ureia. A seta 

carboxilato redutase (reproduzido de Vieira, 2010).

A biossíntese de prolina tem duas rotas de formação. A primeira envolve dois 

passos enzimáticos, a primeira realizada em bactérias pela ɣ-glutamil quinase e 

glutaminl fosfato redutase sobre a glutamato. Estas duas enzimas

nas plantas e animais, chamada pirrolina-5-carboxilato redutase
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A fosforilação de proteínas promove um dos principais meio de transdução de 

sinais celulares, e como tal, tem sido utilizado pela maioria dos organismos de todo 

a. Pesquisas extensivas tem sido realizadas para descobrir a 

existência de uma localização específica de sítios de fosforilação de proteínas como 

uma maneira de entender a função e a regulação protéica (Chou et al., 2012). 

Esta é uma enzima mantenedora que catalisa a última etapa da biossíntese 

de prolina. Pode utilizar NAD e NADP, mas tem alta afinidade por NAD 

 

triptofano. A pirrolina-5-carboxilato 

em glutamato semialdeido (GSA). A P5Cl é reduzida a 

convertida em glutamato pela 

GSA pode ser convertida em 

ornitina pela ornitina aminotransferase (OAT) e participa das reações do ciclo da ureia. A seta 

(reproduzido de Vieira, 2010). 

A biossíntese de prolina tem duas rotas de formação. A primeira envolve dois 

glutamil quinase e ɣ-

Estas duas enzimas estão fusinadas 

carboxilato redutase (P5CS). Em 



bactérias, na primera reação surge o 

glutamato semi-aldeido (GSA). A outra rota de biossíntese de prolina inicia com 

onitina até GSA pela enzima onitina aminotransferase, enzima depende

piridoxial-5-fosfato (piridoxina) 

 

5.9.3 Proteínas detectadas 

a) Família de proteínas associadas a CRISPR

O sistema CRISPR

elementos genéticos estranhos. Os elementos chaves deste mecanismo de defesa 

são as proteínas Cas e o CRISP RNA. As repetições palindrômicas curtas 

interspaçadas agrupadas regularmente (CRIS

direta no DNA separadas por sequencias espaçadoras não repetitivas que são 

encontradas na maioria dos genomas de bactérias e arqueas. Este mecanismos de 

defesa parecem oferecer resistência contra elementos genéticos móveis 

elementos transponíveis e plasmídeos conjugativos). O agrupamento de CRISPR 

contém sequências complementares a antecedentes de elementos móveis e 

sequências de DNA-alvo invasoras. Estes agrupamento é transcrito e processado 

em CRISPR RNA (crRNA) (h

22). 

Figura 22. Estrutura do locus

por sequências espaçadoras. O número destas sequências espaçadoras pode variar muito com a 

cepa bacteriana da mesma espécie. A sequê

CRISPR. À frente também se encontram os genes para proteínas Cas (reproduzido de Karginov 

Hannon, 2010). 

 

a primera reação surge o ɣ-glutamil fosfato e na segunda reação surge a 

aldeido (GSA). A outra rota de biossíntese de prolina inicia com 

onitina até GSA pela enzima onitina aminotransferase, enzima depende

ridoxina) (Vieira, 2010). 

detectadas somente na condição de cultivo em

a) Família de proteínas associadas a CRISPR 

sistema CRISPR-Cas é um mecanismo de defesa em procariotos contra 

elementos genéticos estranhos. Os elementos chaves deste mecanismo de defesa 

são as proteínas Cas e o CRISP RNA. As repetições palindrômicas curtas 

interspaçadas agrupadas regularmente (CRISP) são uma família de repetições 

direta no DNA separadas por sequencias espaçadoras não repetitivas que são 

encontradas na maioria dos genomas de bactérias e arqueas. Este mecanismos de 

oferecer resistência contra elementos genéticos móveis 

elementos transponíveis e plasmídeos conjugativos). O agrupamento de CRISPR 

contém sequências complementares a antecedentes de elementos móveis e 

alvo invasoras. Estes agrupamento é transcrito e processado 

em CRISPR RNA (crRNA) (http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR021124

locus CRISPR. As sequências palindrômicas repetidas estão intercaladas 

por sequências espaçadoras. O número destas sequências espaçadoras pode variar muito com a 

bacteriana da mesma espécie. A sequência líder se encontra a 400pb à

frente também se encontram os genes para proteínas Cas (reproduzido de Karginov 
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glutamil fosfato e na segunda reação surge a 

aldeido (GSA). A outra rota de biossíntese de prolina inicia com a 

onitina até GSA pela enzima onitina aminotransferase, enzima dependente de 

em petróleo bruto 

Cas é um mecanismo de defesa em procariotos contra 

elementos genéticos estranhos. Os elementos chaves deste mecanismo de defesa 

são as proteínas Cas e o CRISP RNA. As repetições palindrômicas curtas 

P) são uma família de repetições 

direta no DNA separadas por sequencias espaçadoras não repetitivas que são 

encontradas na maioria dos genomas de bactérias e arqueas. Este mecanismos de 

oferecer resistência contra elementos genéticos móveis (vírus, 

elementos transponíveis e plasmídeos conjugativos). O agrupamento de CRISPR 

contém sequências complementares a antecedentes de elementos móveis e 

alvo invasoras. Estes agrupamento é transcrito e processado 

ttp://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR021124) (Figura 

 

As sequências palindrômicas repetidas estão intercaladas 

por sequências espaçadoras. O número destas sequências espaçadoras pode variar muito com a 

ncia líder se encontra a 400pb à frente do locus 

frente também se encontram os genes para proteínas Cas (reproduzido de Karginov e 
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A reação de defesa envolvendo CRISPR é divido em três estágios: o primeiro, 

o estágio de adaptação, o DNA invasor é clivado e um fragmento é selecionado para 

ser integrado em um novo espaço no locus CRISPR, onde é estocado como uma 

sequência idêntica para futuros ataques por este invasor. No segundo estágio, o 

estágio de expressão, o CRISPR RNA (pré-RNA) é processado para gerar os 

crRNAs maduros. O terceiro estágio, o estágio de interferência, proteína Cas, junto 

com crRNAs, identificam e degradam o invasor (Brendel et al., 2014) (Figura 23). 

 

Figura 23. Funcionamento do sistema CRISPR. Um vírus introduz seu DNA na bactéria. Esse DNA 

é ligado a um complexo entre Cas e um pequeno crRNA. Esta união inativa o DNA viral e assim é 

degradado. Este crRNA pequeno é originado do processamento de um crRNA maior por uma outra 

proteína Cas. Em paralelo com a inativação do DNA, uma outra proteína 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 três classes. No CRISPR-

Cas tipo I e III, o crRNA maduro é geralmente gerado por um membro da família 

Cas6. Ao passo que no sistema III a proteína Cas6 atua sozinha, em alguns 

sistemas da classe I ela é parte do complexo de proteínas Cas conhecidas como 

Cascade (complexo para defesa contra vírus associadas a CRISPR). A proteína 

Cas6 é necessária para produção de crRNA, enquanto que as proteínas Cas 

adicionais que formam o complexo Cascade são necessários para estabilidade do 

crRNA (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 aminoácido para sua molécula de tRNA trasportador 

cognata, em uma reação altamente específica em duas etapas. As 20 aminoacil-

tRNA sintetases são divididas em duas classes, I e II. A serina-tRNA sintetase 

pertence à classe II, juntamente com as enzimas dos aminoácidos alanina, 

asparagina, ácido aspartico, glicina, histida, lisina, fenilalanina, prolina e treonia 

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR015866) (Figura 24). 

 

 

Figura 24. Mecanismo de ativação de aminoácidos por uma aminoacil-tRNA sintetase da classe 

II. Em laranjado é mostrada a enzima. (1) A ativação do aminácido em duas etapas: formação de um 

intermediário ligado à enzima, o aminoacil-AMP (adenilato proveniente do ATP); o grupo aminoacila é 

transferido do aminoacil-AMP para seu tRNA específico. (2) Pareamento do anticódon do aminoacil-

tRNA com o códon no mRNA (reproduzido Lodish et al., 2005). 

 

Em rações catalisadas pela classe I de aminoacil-tRNA sintetase, o grupo 

aminoacil é acoplada ao 2'-hidroxil do tRNA, enquanto que na reação da classe II, o 

sítio 3'-hidroxil é preferido. No caso de serina-tRNA sintetase, por ser do tipo II, esta 

transfere o aminoacil do aminoacil-AMP diretamente para o resíduo adenilato 3`do 

tRNA no grupo hidroxila 3` (Nelson e Cox, 2012). 

 

 

 



c) 23S rRNA pseudouridilato sintase C

As pseudouridilato sintases são enzimas que catalisam a reação de 

isomerização de uridina para 

RNAs e podem funcionar como chaperonas. Existem quatro famílias distintas de 

pseudouridinas sintetases que não compartilham similaridade de sequência, mas 

compartilham a mesma dobra do domínio catalítico e

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR006225).

Dentre estas a família de pseudouridilato sintase, RsuA  e RluC/RluD contém 

um motivo adicional de ligação a RNA 

enzimas homólogas, e da m

pseudouridina três bases uridina específicas no rRNA 23S de 

2504e U-2580 no caso de RluC e U

perda de RluC tem pouco efeito fenotípico, mas a perda de Rl

reduzida taxa de crescimento (Mizutani

 

Figura 25. Isomerização de uridina para pseudouridina (

de pseudouridina sintetase e a direita é mostrado a reação de isomerização. A

uridina que já se encontra no RNA. A seta vermelha indica a enzima pseudouridilato sintetase que 

tem como substrato o rRNA 23 S e o sítio de modificações (reproduzido de Hamm 

2006). 

 

Uma notável característica da uri

substrato. A enzima reconhece seu substrato no contexto de RNAs. Isto é 

necessário para evitar depleção de uridinas livres que também são precursoras de 

 

23S rRNA pseudouridilato sintase C 

As pseudouridilato sintases são enzimas que catalisam a reação de 

isomerização de uridina para pseudouridina (ψ) em uma variedade de moléculas de 

RNAs e podem funcionar como chaperonas. Existem quatro famílias distintas de 

pseudouridinas sintetases que não compartilham similaridade de sequência, mas 

compartilham a mesma dobra do domínio catalítico e sítio de ligação a uracil 

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR006225). 

Dentre estas a família de pseudouridilato sintase, RsuA  e RluC/RluD contém 

um motivo adicional de ligação a RNA α-L na região N-terminal. RluC e RluD são 

enzimas homólogas, e da mesma família, a qual cada uma converte para 

pseudouridina três bases uridina específicas no rRNA 23S de 

2580 no caso de RluC e U-1911, U-1915 e U-1917 no caso de RluD. A 

perda de RluC tem pouco efeito fenotípico, mas a perda de Rl

reduzida taxa de crescimento (Mizutani et al., 2004) (Figura 25). 

. Isomerização de uridina para pseudouridina (ψ). A esquerda são mostradas as famílias 

de pseudouridina sintetase e a direita é mostrado a reação de isomerização. A

uridina que já se encontra no RNA. A seta vermelha indica a enzima pseudouridilato sintetase que 

tem como substrato o rRNA 23 S e o sítio de modificações (reproduzido de Hamm 

Uma notável característica da uridilato sintetase é a especificidade de 

substrato. A enzima reconhece seu substrato no contexto de RNAs. Isto é 

necessário para evitar depleção de uridinas livres que também são precursoras de 
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As pseudouridilato sintases são enzimas que catalisam a reação de 

) em uma variedade de moléculas de 

RNAs e podem funcionar como chaperonas. Existem quatro famílias distintas de 

pseudouridinas sintetases que não compartilham similaridade de sequência, mas 

sítio de ligação a uracil 

Dentre estas a família de pseudouridilato sintase, RsuA  e RluC/RluD contém 

terminal. RluC e RluD são 

esma família, a qual cada uma converte para 

pseudouridina três bases uridina específicas no rRNA 23S de E. coli: U-955, U-

1917 no caso de RluD. A 

perda de RluC tem pouco efeito fenotípico, mas a perda de RluD resulta em 

 

 

A esquerda são mostradas as famílias 

de pseudouridina sintetase e a direita é mostrado a reação de isomerização. A modificação ocorre na 

uridina que já se encontra no RNA. A seta vermelha indica a enzima pseudouridilato sintetase que 

tem como substrato o rRNA 23 S e o sítio de modificações (reproduzido de Hamm e Ferré-D’Amaré, 

dilato sintetase é a especificidade de 

substrato. A enzima reconhece seu substrato no contexto de RNAs. Isto é 

necessário para evitar depleção de uridinas livres que também são precursoras de 
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timidina na síntese do DNA (pseudouridina não pode ser convertida em timidina por 

metilação) (Hamm e Ferré-D’Amaré, 2006).  

 

d) Serina peptidase 

As peptidades, peptídeo-hidrolases ou proteases são enzimas hidrolíticas que 

clivam ligações peptídicas de proteínas ou de peptídeos. Estas enzimas são ubíquas 

nos seres vivos e representam cerca de 2% do total de proteínas presentes em 

todos os organismos, participando de vias metabólicas e de vias de sinalização 

celular. Além disso, muitos microrganismos secretam estas peptidases a fim de 

degradar proteínas externamente cujos os produtos servem como fonte de carbono 

e energia (Santos, 2010). 

Em 1960 foi elaborado uma classificação que leva em consideração o centro 

ativo das peptidases. As carboxipeptidases são subdivididas em serina, metalo e 

cisteína carboxipeptidases. As endopeptidases são subdivididas em serina, cisteína, 

aspártico, metalo e treonina endopeptidase. Existem aquelas em que ainda não 

constam no sistema de classificação em função do mecanismo não suficientemente 

elucidado (Santos, 2010). 

As serinas endopeptidadeses e caboxipeptidases possuem no seu centro 

catalítico o aminoácido serina. Estas enzimas estão envolvidas em grandes 

processos biológicos. Em bactérias, ajuda a digerir a matéria orgânica (por exemplo, 

carne em decomposição) (Neitzel, 2010). 

 

e) Transdutor de energia TonB 

As bactérias Gram-negativas possuem o envelope contendo duas 

membranas, a interna e a externa, a qual é separada por espaço periplásmico 

aquoso. A membrana fosfolipídica padrão forma a membrana interna, fornecendo a 

barreira de permeabilidade rica em proteínas que geram e utilizam íons para apoiar 

diversos processos essenciais. Já a membrana externa, sendo singular, é uma 

bicamada assimétrica, com a face interior blindada por fina camada de 

oligossacarídeos ancorados em lipídeos. Esta membrana carregada dificulta a 

passagem de moléculas potencialmente perigosas solúveis em membranas típicas, 



enquanto permite a passagem de pequenas moléculas nutrientes hidrofílicas via 

canais aquosos fornecidos pelas proteínas porinas residentes na membrana

(Tortora et al., 2005). 

Dessa forma, a membrana externa serve como uma barreira de dif

permitindo que bactérias G

são tóxicos para organismos faltando uma defesa similar. A maior complicação 

nesta arquitetura é a separação da membrana externa com as fontes de energia 

celulares padrão. Assim, os processos da membrana externa dependentes de 

energia devem contar com outros sítios para transdução de energia (Brinkman 

Larsen, 2008) (Figura 26

Figura 26. Sistema regulatório TonB

receptor especializado localizado na membrana externa (OM) (transdutor TonB

que interage com seu complexo protéico energizante TonB

fator anti-sigma localizado na membrana citoplasmática (CM) (vermelho) e um fator sigma (ECF

com função extracitoplasmática da subfamilia ECF (verde) (reproduzido de Koebnik, 2005).

 

O sistema TonB é um sofisticado sistema 

bacteriana e os transmite através das duas membranas até o citoplasma, levando a 

 

enquanto permite a passagem de pequenas moléculas nutrientes hidrofílicas via 

canais aquosos fornecidos pelas proteínas porinas residentes na membrana

Dessa forma, a membrana externa serve como uma barreira de dif

permitindo que bactérias Gram-negativas explorem uma variedade de nichos que 

são tóxicos para organismos faltando uma defesa similar. A maior complicação 

esta arquitetura é a separação da membrana externa com as fontes de energia 

celulares padrão. Assim, os processos da membrana externa dependentes de 

energia devem contar com outros sítios para transdução de energia (Brinkman 

6). 

. Sistema regulatório TonB-dependente. Este sistema consiste de seis componentes: um 

receptor especializado localizado na membrana externa (OM) (transdutor TonB

que interage com seu complexo protéico energizante TonB-ExbB-ExbD (laranja, rosa e amarelo), um 

sigma localizado na membrana citoplasmática (CM) (vermelho) e um fator sigma (ECF

com função extracitoplasmática da subfamilia ECF (verde) (reproduzido de Koebnik, 2005).

O sistema TonB é um sofisticado sistema que detecta sinais externos à célula 

bacteriana e os transmite através das duas membranas até o citoplasma, levando a 
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enquanto permite a passagem de pequenas moléculas nutrientes hidrofílicas via 

canais aquosos fornecidos pelas proteínas porinas residentes na membrana externa 

Dessa forma, a membrana externa serve como uma barreira de difusão, 

negativas explorem uma variedade de nichos que 

são tóxicos para organismos faltando uma defesa similar. A maior complicação 

esta arquitetura é a separação da membrana externa com as fontes de energia 

celulares padrão. Assim, os processos da membrana externa dependentes de 

energia devem contar com outros sítios para transdução de energia (Brinkman e 

 

Este sistema consiste de seis componentes: um 

receptor especializado localizado na membrana externa (OM) (transdutor TonB-dependente) (azul) , 

(laranja, rosa e amarelo), um 

sigma localizado na membrana citoplasmática (CM) (vermelho) e um fator sigma (ECFσ) 

com função extracitoplasmática da subfamilia ECF (verde) (reproduzido de Koebnik, 2005). 

que detecta sinais externos à célula 

bacteriana e os transmite através das duas membranas até o citoplasma, levando a 
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ativação da transcrição de genes alvo. Este sistema é comumente encontrado em 

bactérias ambientais, mas raramente encontrados e patógenos de humanos e 

animais (Koebnik, 2005). 

A proteína TonB, assim como TolA, são transdutores de energia que acoplam 

o potencial eletroquímico iônico da membrana citoplasmática a apoiar os processos 

dependentes de energia na membrana externa no envelope de bactérias Gram-

negativas. A transferência de energia destes transdutores é facilitada pelo complexo 

de energia-colheita, a qual são heteromultímetros de proteínas de membrana 

citoplasmática com homologia a proteínas de bombeamento de prótons do motor 

flagelar (Brinkman e Larsen, 2008). 

 

f) Acil-CoA desidrogenase 

Durante o processo de degradação de n-alcanos, enzimas convertem estes 

componentes em intermediário como o acil-CoA. Um dos processos descritos em 

condições de aerobiose inicia com hidroxilação da região N-terminal dos n-alcanos 

catalisada por uma monooxigenase (hidroxilação subterminal também são 

descritas). Em seguida, a molécula resultante é mais oxidada pelas enzimas álcool 

desidrogenase e aldeído desidrogenase. O ácido carboxílico resultante será 

substrato para a acil-CoA sintetase. O acil-CoA resultante entra na via de β-oxidação 

(Wentzel et al., 2007). 

A enzima acil-CoA desidrogenase está envolvida no primeiro passo de β-

oxidação de ácidos graxos. O primeiro passo da oxidação produz uma dupla ligação 

entre os carbonos α e β (C2 e C3), liberando um trans-Δ2-enoil-CoA. Esta nova 

dupla ligação tem uma configuração trans (não natural). Este passo é catalisado por 

isoenzimas acil-CoA desidrogenases que recebem nomes diferentes dependendo do 

tamanho da cadeia de ácido graxo: 12 a 18 carbonos (LCAD), 4 a 14 carbonos 

(MCAD) e 4 a 8 carbonos (SCAD). Estas enzimas têm o FAD como grupo prostético. 

Os elétrons removidos do acil-CoA desidrogenase são transferidos para o FAD e a 

forma reduzida os transfere imediatamente para um transportador de elétrons 

(Nelson e Cox, 2002) (Figura 27). 



Figura 27. Via de β-oxidação.

enzimáticas) a acil-CoA desidrogenase insere uma ligação dupla entre o carbono 

dois átomos de hidrogênio e transfere para o FAD, resultando no FADH

Cox, 2002). 

 

É provável que hidrocarbonetos aromáticos alifáticos, como 

sendo metabolizados. É descrito que compostos mais simples s

serem metabolizados, em função dos poucos passsos enzimáticos que são 

necessário para o surgimento de intermediários que podem entrar no ciclo do ácido 

cítrico. Por isso, n-alcanos são mais preferencialmente metabolizados que 

componentes aromáticos (Silva 

acil-CoA desidrogenase indica que moléculas de ácidos graxos estão sendo 

formadas e sendo utilizadas para produção e energia via 

compostos alifáticos são os mais abudante

2002). 

 

oxidação. O primeiro passo da β-oxidação (um ciclo de quatro reações 

CoA desidrogenase insere uma ligação dupla entre o carbono 

dois átomos de hidrogênio e transfere para o FAD, resultando no FADH2 (reproduzido de 

É provável que hidrocarbonetos aromáticos alifáticos, como 

sendo metabolizados. É descrito que compostos mais simples s

serem metabolizados, em função dos poucos passsos enzimáticos que são 

necessário para o surgimento de intermediários que podem entrar no ciclo do ácido 

alcanos são mais preferencialmente metabolizados que 

aromáticos (Silva e Fay, 2004). Desta forma, a presença da enzima 

CoA desidrogenase indica que moléculas de ácidos graxos estão sendo 

formadas e sendo utilizadas para produção e energia via β

compostos alifáticos são os mais abudante em petróelo e em diesel (Crapez 
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oxidação (um ciclo de quatro reações 

CoA desidrogenase insere uma ligação dupla entre o carbono α e β via retirada de 

(reproduzido de Nelson e 

É provável que hidrocarbonetos aromáticos alifáticos, como n-alcanos, estão 

sendo metabolizados. É descrito que compostos mais simples são mais fáceis de 

serem metabolizados, em função dos poucos passsos enzimáticos que são 

necessário para o surgimento de intermediários que podem entrar no ciclo do ácido 

alcanos são mais preferencialmente metabolizados que 

Fay, 2004). Desta forma, a presença da enzima 

CoA desidrogenase indica que moléculas de ácidos graxos estão sendo 

β-oxidação, pois os 

em petróelo e em diesel (Crapez et al., 



g) 4-oxalocrotonato tautomerase

As reações enzimáticas que antecedem a etapa de fissão do anel aromáticos 

são chamadas de reações periféricas, ou via superior. As reações que acontecem 

após a fissão do anel aromático, pela via do 

(β-cetoadipato), são as reações da via inferior, ou reações centrais (Figura 2

reações periféricas são ditas como as mais importantes, pois normalmente as 

enzimas participantes são codificadas por genes plasmidiais, já a via inferior possui 

enzimas que são mais comuns (Whitman, 2002; Silva 

 

Figura 28. Representação geral das vias para degradação de compostos aromáticos. 

do β-cetoadipato, uma dioxigenase cliva o anel aromático (catecol) e o produto formado são 

metabolizados por outras enzimas. As etapas que antecedem a formação do catecol são as reações 

periféricas, ou via superior, e as etapas que sucedem o cateol a partir da sua fissão, são as reações 

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

 

Dependendo da molécula aromática, a

do catecol, cinco passos enzimáticos são necessários para que resulte em 

intermediários que poderão ser utilizados no ciclo do ácido cítrico, sendo que a 4

oxalocrotonato tautomerase

Figura 29. Via inferior para degradação de compostos aromáticos. 

tautomerase (mostrada pela seta vermelha) atua na isomerização da ácido 2

em 4-oxalocronato (OC) na rota do oxalocronato (reproduzido de Omokoko 

 

oxalocrotonato tautomerase 

As reações enzimáticas que antecedem a etapa de fissão do anel aromáticos 

são chamadas de reações periféricas, ou via superior. As reações que acontecem 

romático, pela via do meta-clivagem ou pela via 

, são as reações da via inferior, ou reações centrais (Figura 2

reações periféricas são ditas como as mais importantes, pois normalmente as 

enzimas participantes são codificadas por genes plasmidiais, já a via inferior possui 

enzimas que são mais comuns (Whitman, 2002; Silva e Fay, 2004).

ção geral das vias para degradação de compostos aromáticos. 

cetoadipato, uma dioxigenase cliva o anel aromático (catecol) e o produto formado são 

metabolizados por outras enzimas. As etapas que antecedem a formação do catecol são as reações 

eriféricas, ou via superior, e as etapas que sucedem o cateol a partir da sua fissão, são as reações 

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

Dependendo da molécula aromática, após a fissão do anel aromático, a partir 

ssos enzimáticos são necessários para que resulte em 

intermediários que poderão ser utilizados no ciclo do ácido cítrico, sendo que a 4

oxalocrotonato tautomerase é uma dessas enzimas (Figura 29). 

. Via inferior para degradação de compostos aromáticos. A enzima 4

tautomerase (mostrada pela seta vermelha) atua na isomerização da ácido 2

oxalocronato (OC) na rota do oxalocronato (reproduzido de Omokoko et al.,
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As reações enzimáticas que antecedem a etapa de fissão do anel aromáticos 

são chamadas de reações periféricas, ou via superior. As reações que acontecem 

ou pela via orto-clivagem 

, são as reações da via inferior, ou reações centrais (Figura 28). As 

reações periféricas são ditas como as mais importantes, pois normalmente as 

enzimas participantes são codificadas por genes plasmidiais, já a via inferior possui 

Fay, 2004). 

 

ção geral das vias para degradação de compostos aromáticos. Pela via 

cetoadipato, uma dioxigenase cliva o anel aromático (catecol) e o produto formado são 

metabolizados por outras enzimas. As etapas que antecedem a formação do catecol são as reações 

eriféricas, ou via superior, e as etapas que sucedem o cateol a partir da sua fissão, são as reações 

pós a fissão do anel aromático, a partir 

ssos enzimáticos são necessários para que resulte em 

intermediários que poderão ser utilizados no ciclo do ácido cítrico, sendo que a 4-

 

 

A enzima 4-oxalocronato 

tautomerase (mostrada pela seta vermelha) atua na isomerização da ácido 2-hidroximucônico (HMA) 

et al., 2008). 
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Como exemplo dado na Figura 29, o fenol é convertido em catecol na primeira 

reação por meio de uma hidroxilação (fenol monooxigenase). O catecol sofre fissão 

extradiol gerando o ácido 2-hidroxidomucônico 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 três etapas pela rota 4-oxalocronato catalisada pela HMSA desidrogenase 

(HMSA-HD), 4-oxalocronato tautomerase (4OT) e 4-oxalocronato descarboxilase 

(4OD), respectivamente, ou em uma etapa na via hidrolítica catalisada pela HMSA 

hidrolase (Omokoko et al., 2008). 

A presença desta proteína indica que a bactéria está expressando 

diferencialmente esta enzima e utilizando a via meta-cliavagem, visto que foi 

específica da condição de crescimento em petróleo bruto. As outras enzimas 

participantes desta via podem estar sendo expressas, porém não foram detectadas. 

Além do mais, por fazer parte da via inferior de degradação de compostos 

aromáticos, isso fornece indícios que componentes aromáticos variados podem 

estar sendo utilizados como fonte de carbono e seus produtos direcionados a esta 

via de degradação central. 

Por serem descritas como grandes biodegradadoras de compostos derivados 

de petróleo é provável que estas estejam expressando uma variedade de proteínas 

que nesta pesquisa não foram detectadas. No entanto, dados da literatura mostram 

que proteínas participantes da via do β-cetoadipato foram identificadas em bactérias 

deste gênero. No estudo do proteoma de Acinetobacter sp K-S1 cultivada em 

benzoato como única fonte de carbono, foram descritas proteínas que participavam 

de vias de degradação de compostos aromáticos, como o β-cetoadipato, como 1,2-

dioxigenase e β-cetoadipato succinil-CoA transferase (Kim et al., 2003). 

Giuffrida et al. (2001), identificou por análise proteômica uma varidede de 

proteínas envolvidas na degradação de fenol e benzoato, bem como proteínas 

envolvidas na manutenção celular. Algumas destas proteínas identificadas foram a 

álcool desidrogenase, chaperona de 60kDa, fenolhidrolase β-componente, 

chaperona de 60kDa GroEL, entre outras. Kahng et al. (2002), estudando 

biodegradação de p-hidroxibenzoato detectou subunidades de protocatecuato 3,4-

dioxigenase, a pcG e pcaH.  

 



h) Família de regulador de transcrição Crp/Fnr

Os organismos dependem de uma rede de reguladores para orquestrar a 

transcrição de genes em resposta a mudanças internas e exter

o metabolismo e garantir a sobrevivência. Dentre estes reguladores, as proteínas da 

família Crp/Fnr regulam várias vias metabólicas em bactérias e funciona

tipicamente na resposta a mudanças ambientais. Seus nomes foram dados após as 

descobertas dos seus dois representantes em 

cAMP) e Fnr (proteína reguladora de fumarato e nitrato redutase) (Zhou

Estas proteínas normalmente funcionam como ativadores transcricionais e já 

foram descritas regulando diversas funções, entre elas a metabolização de 

compostos aromáticos. Como exemplo, no estudo feito por Egland 

(2000), descobriram que o regulador HbaR, 

pertecente a família Crp/FnR, está envolvida na regulação 

degradação anaeróbica de 4

Figura 30. Via de degradação de 4

hidroxibenzoato são reguladas pelas proteínas da família Crp/Fnr, AadR e HbaR em 

Rhodopseudomonas palustris

 

A formação de benzoil

hidrocarbonetos aromáticos e é catalisada pela enzima 4

ligase. Em seguida é dehidroxilada pela enzima 4

 

h) Família de regulador de transcrição Crp/Fnr 

Os organismos dependem de uma rede de reguladores para orquestrar a 

transcrição de genes em resposta a mudanças internas e externas a fim de otimizar 

o metabolismo e garantir a sobrevivência. Dentre estes reguladores, as proteínas da 

família Crp/Fnr regulam várias vias metabólicas em bactérias e funciona

tipicamente na resposta a mudanças ambientais. Seus nomes foram dados após as 

descobertas dos seus dois representantes em E. coli: Crp (proteína receptora de 

cAMP) e Fnr (proteína reguladora de fumarato e nitrato redutase) (Zhou

ínas normalmente funcionam como ativadores transcricionais e já 

foram descritas regulando diversas funções, entre elas a metabolização de 

compostos aromáticos. Como exemplo, no estudo feito por Egland 

(2000), descobriram que o regulador HbaR, juntamente com o regulador A

pertecente a família Crp/FnR, está envolvida na regulação de enzimas envolvidas na

degradação anaeróbica de 4-hidroxibenzoato (Figura 30). 

. Via de degradação de 4-hidroxibenzoato. As proteínas envolvidas na degrada

hidroxibenzoato são reguladas pelas proteínas da família Crp/Fnr, AadR e HbaR em 

Rhodopseudomonas palustris (modificado de Egland e Harwood, 2000). 

A formação de benzoil-CoA é a primeira etapa da degradação anaeróbica de 

aromáticos e é catalisada pela enzima 4-hidroxibenzoato

seguida é dehidroxilada pela enzima 4-hidroxibenzoato
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cAMP) e Fnr (proteína reguladora de fumarato e nitrato redutase) (Zhou et al., 2011). 
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foram descritas regulando diversas funções, entre elas a metabolização de 

compostos aromáticos. Como exemplo, no estudo feito por Egland e Harwood 

tamente com o regulador AadR, 

de enzimas envolvidas na 
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hidroxibenzoato-CoA 

hidroxibenzoato-CoA redutase, 
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produzindo benzoil-CoA. Essas duas enzimas são reguladas pela proteina ativadora 

da transcrição AadR e pela proteína regulatora de degradação anaeróbica de 4-

hidroxibenzoato HbaR. A AadR funciona como um sensor de oxigênio e ativa a 

expressão de gene de HbaR, bem como regula a taxa de trascrição do gene de 4-

hidroxibenzoil-CoA redutase. HbaR quando ligada ao indutor 4-hidroxibenzoato 

funciona como ativador para a expressão da enzima 4-hidroxibenzoato-CoA ligase 

(Egland e Harwood, 2000). 

O exemplo dado acima demonstra o papel destas proteínas reguladoras na 

expressão de genes que respondem a uma mudança ambiental. Devido a grande 

complexidade do substrato usado nesta pesquisa (petróleo bruto, diesel e extrato de 

levedura) é provável que muitas proteínas desta família Crp/Fnr sejam expressas em 

função do seu papel importante na ativação de genes importantes quando a bactéria 

é submetida ao crescimento em xenobióticos como fonte de carbono. 
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6. CONCLUSÕES 

A caracterização de A. junii SB132 reveleram a natureza do envelope 

bacteriano. A bactéria é Gram-negativa, formato cocobacilar e arranjo majoritário 

diplococobacilo. Além disso, pela morfologia de colônica a única diferença 

observada foi o tamanho destas nas três condições de cultivo (petróleo bruto, diesel 

e extrato de levedura). Estes dados completam os dados obtidos por análise prévia 

do sequenciamento de parte do gene rDNA 16S que teve alta similaridade de 

sequência com uma espécie de A. junii deposita no CNBI. Além disso, A. junii 

apresentou cápsula, sendo esta estrutura descrita para as espécies deste gênero e 

que podem estar associadas aos processo de assimilação de compostos orgânicos. 

Os dados sobre perfil antimicrobiano mostraram que A. junii SB132 foi 

sensível a maioria dos antimicrobianos testados, sendo diferente quanto a esta 

sensiblidade a maioria das cepas advindas de amostras clínicas estudadas. No 

entanto, são necessários dados de anotação genômica 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 análise, o cultivo nas três condições 

(petróleo bruto, diesel e extrato de levedura) não mostrou efeito na identificação da 

espécie, corroborando com dados fornecediso pelo fabricante. 

Os dados genotípicos do perfil plasmidial de A. junii SB132 apresentou nove 

bandas em gel, com plasmídeos de tamanhos que variaram de 94.000pb a 5.000pb. 

Estes plasmidios deverão ser sequenciados para verificação de quais genes 

comportam, princiapalmente a verificação de genes envolvidos com a degradação 

de xenobióticos.  

O cultivo de A. junii SB132 em petróleo bruto, diesel e extrato de levedura deu 

informações quanto a sua curva de crescimento. Houve uma relação entre o perfil da 

curva de crescimento e quantidade de proteínas extraídas, portanto no cultivo em 

extrato de levedura foi possível extrair maior quantidade de proteínas. No entanto, 

quando comparado os cultivos da cepa em petróleo bruto e disel, esta apresentou 

maior conteúdo de proteínas.  
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A fim de se obter o perfil proteômico em gel, as proteínas extraídas de células 

crescidas por 24h foram análisadas por eletroforese 2-DE. Os géis referências foram 

obtidos com similidade superior a 70%. Houve maior quantidade de spots do gel de 

proteínas da condição de cultivo em extrato de levedura (400 spots). Quando 

comparadas as condições de petróleo bruto e diese, estes apresentaram 288 e 188 

spots, respectivamente. 

A fim de se verificar expressão 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 

condições de petróleo bruto e diese, estas apresentaram uma similaridade de 

aproximadamente 46%. 

Proteínas constitutivas e diferenciais foram identificadas por análise em 

espectrometria de massa e comparação com banco de dados. A metade das 

proteínas analisadas apresentaram resultados como proteínas hipotéticas. No 

entanto, para as proteínas identificadas, estas estão envolvidas com funções como 

degradação de compostos xenobióticos, biossíntese de moléculas, reparo e 

proteção do DNA, proteínas transportadoras de membrana, sinalização celular e 

fatores de transcrição. 
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7. PERSPECTIVAS 

A bactéria A.junii SB132 se mostra como importante fonte de informações dos 

processos de degradação de pouluentes. Assim, seu estudo poderá desvendar 

muito dos processos celulars envolvidos na biodegradação de compostos presentes 

em combustíveis derivaados do petróleo e que são importantes no contexto 

ambiental. 

O sequenciamento do genoma desta bactéria deverá ser realizado a fim de se 

obter as informaçã contidas nas sequencias de DNA deste organismo. Estes dados 

serão úteis na proposição de organismos geneticamenteo modificados, caso A. junii 

nao seja utlizada como a gente biorremediador em função da importância médica 

que espécies deste gênero estão ganhando por estarem envolvidos com crescentes 

casos de patogenias. 

Estudos mais apurados do proteoma de A. junii SB132 deverão ser realizados 

utilizando ténicas mais robustas, como a proteômica shotgun de proteínas 

intracelulares, extracelulares. Da mesma forma, os dados do metaboloma também 

deverão ser obtidos para verificação de quais transformações químicas estão 

ocorrendo durante o processo de biodegradação de petróleo e diese. 
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