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bacterianos identificados através da busca no banco de dados Uniprot. O software utilizado para
fazer as buscas foi Mascot (Matrix Science, London, UK; versdo 2.5.1). Banco de dados pesquisado
foi “Bacteria” do Uniprot. Pesquisado em 20/03/2020.

Grafico 08. Identificacido das espécies constituintes do consorcio A3 baseada no perfil de proteinas
ribossomais. No grafico ¢ apresentada a distribuicdo de proteinas ribossomais entre as espécies de
cada um dos trés géneros mais prevalentes. O software utilizado para fazer as buscas foi Mascot
(Matrix Science, London, UK; versdo 2.5.1). Banco de dados pesquisado foi “Bacteria” do
Uniprot. Pesquisado em 20/03/2020.

Grafico 09. Distribuicio de proteinas ribossomais entre todas as espécies dos trés géneros mais
prevalentes. O software utilizado para fazer as buscas foi Mascot (Matrix Science, London, UK
versao 2.5.1). Banco de dados pesquisado foi “Bacteria” do Uniprot. Assumiu-se a tripsina como
enzima de digestdo proteolitica. Pesquisado em 20/03/2020.



RESUMO

A polui¢do causada pelos hidrocarbonetos tem sido relatada como um dos principais
problemas ambientais no mundo ha algumas décadas. As fontes de contaminagdo por
hidrocarbonetos sdo as mais variadas possiveis, como vazamentos de 6leo, vazamentos de tanques
de combustivel subterraneos, dguas produzidas por petroleo e gas, entre outras. Essas atividades
podem causar sérios problemas ambientais e econdmicos para os ecossistemas terrestres e
marinhos. Os efeitos dessas atividades dependem do volume de contaminagdo, localizagdo do
acidente e, principalmente, das condigdes ambientais da época. O diesel ¢ um combustivel derivado
do petroleo e estd entre os mais consumidos. Na regido amazonica, seu consumo ¢ certamente mais
elevado devido a grande quantidade de embarcagdes movidas a 6leo diesel, o que pode ser um
agravante para problemas ambientais na regido. Alternativas que sejam capazes de promover a
degradagdo de hidrocarbonetos, sem agravar ainda mais o problema ambiental, ¢ de extrema
importancia diante do cenario atual. Entre as técnicas mais utilizadas nesse processo de
descontaminago, a biorremediagdo tem ganhado destaque. E consenso na literatura que nenhum
microrganismo tem capacidade de metabolizar totalmente o petréleo. Dai a busca constante para o
isolamento de consorcios que promovam a degradagdo de uma maior quantidade de xenobidticos
presentes no petroleo e seus derivados. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi selecionar um
consorcio bacteriano capaz de degradar efetivamente hidrocarbonetos presentes no diesel e em
seguida fazer uma analise protedmica desse consorcio bacteriano selecionado. Os consorcios foram
coletados nas proximidades do porto do Ceasa na cidade de Manaus. No total 5 consorcios foram
coletados, e todos eles se mostraram capazes de utilizar o diesel como fonte de carbono, em especial
0 A3, que se destacou em relagdo aos demais. Os resultados apresentados para esse consorcio foram
os melhores para redu¢do de DCPIP, emulsificagdo (em xileno, hexano e diesel), hidrofobicidade
celular (em xileno, hexano e diesel), solubilizagdo do diesel e no teste de toxicidade em L. sativa.
A taxa de degradagéo do diesel pelo consorcio A3, em apenas 7 dias, foi superior a 70 %. A partir da
analise do proteoma desse consorcio foram identificadas 890 proteinas pertencentes as espécies
Acinetobacter baumannii, Burkholderia cenocepacia e Cupriavidus taiwanensis. Foram
encontradas evidéncias para degradacdo de 11 compostos xenobidticos presentes no diesel,
distribuidos entre compostos alifaticos e aromaticos. A andlise detalhada da participacdo das
proteinas identificadas nas rotas metabdlicas utilizadas por cada espécie, possibilitou a proposi¢ao
de acdo sinérgica entre as trés cepas constituintes do consorcio A3 para a metabolizacdo do diesel.
Dessa forma, o consorcio A3 tem um enorme potencial para a recuperagdo de areas afetadas por
diesel ou outros hidrocarbonetos de petroleo.

Palavras-chave: protedmica; consorcio microbiano; degradagdo de diesel;

biorremediagdo; xenobidtico



ABSTRACT

Over the last few decades, pollution caused by hydrocarbons has been reported as one of
the main environmental problems in the world. The sources of hydrocarbon contamination are as
varied as possible, such as oil leaks, underground fuel tank leaks, waters contaminated by the
production of oil and gas, among others. These activities can cause serious environmental and
economic problems for terrestrial and marine ecosystems. The effects of these activities depend on
the level of contamination, location of the accident and, above all, the environmental conditions at
the time o the accident. Diesel is a fuel derived from oil and is among the most consumed of all
fuels. In the Amazon region, its consumption is certainly higher due to the large amount of vessels
powered by diesel oil, which can be an aggravating factor for environmental problems in the region.
Alternatives that are able to promote the degradation of hydrocarbons, without further aggravating
the environmental problem, is of extreme importance in the current scenario. Among the most used
techniques in this decontamination process, bioremediation has gained prominence. There is,
however, a consensus in the literature that no microorganism has the capacity to fully metabolize
oil. Hence, the constant search for the isolation of consortia that promote the degradation of a
greater amount of xenobiotics present in oil and its derivatives. Therefore, the objective of this
work was to select a bacterial consortium capable of effectively degrading hydrocarbons present
in diesel and then make a proteomic analysis of this selected bacterial consortium. The consortia
were collected in the vicinity of the Port of Ceasa in the city of Manaus, Brazil. In total 5, consortia
were collected, and all of them were able to use diesel as a carbon source, especially A3, which
was superior to the others. The results presented for this consortium were the best for DCPIP
reduction, emulsification (in xylene, hexane and diesel), cellular hydrophobicity (in xylene, hexane
and diesel), diesel solubilization and in the toxicity test with L. sativa. The diesel degradation rate
by the A3 consortium, in just 7 days, was higher than 70%. From the analysis of the proteome of
this consortium, 890 proteins were identified. These proteins all belong to the species
Acinetobacter baumannii, Burkholderia cenocepacia and Cupriavidus taiwanensis. Evidence was
found for the degradation of 11 xenobiotic compounds present in diesel, distributed between
aliphatic and aromatic compounds. The detailed analysis of the participation of proteins identified
in the metabolic routes used by each species, enabled the proposition of a synergistic action
between the three strains that make up the A3 consortium for the metabolism of diesel. Thus, the
A3 consortium has a huge potential for the recovery of areas affected by diesel or other petroleum
hydrocarbons.

Keywords: proteomics; microbial consortium; diesel degradation; bioremediation;

xenobiotic
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1. INTRODUCAO

A produ¢do mundial de petroleo ultrapassa os 88 milhdes barris por dia. A produgdo
brasileira ¢ de aproximadamente 2,9 milhdes de barris por dia, o que coloca o Brasil no 8° lugar
no cenario mundial. Esse volume de 6leo produzido corresponde a aproximadamente 32 % da
demanda energética mundial. No século atual, com o progresso da civilizagdo humana, ha um
aumento gradual na demanda global de energia de petréleo como fonte de combustivel para
aquecimento, combustivel para transporte e produto de partida para industrias quimicas. Toda essa
demanda aumenta as possibilidades de derramamentos e perdas. Entre os derivados de petréleo o
6leo diesel ¢ amplamente usado em todo o mundo como combustivel. Devido a sua grande
demanda como fonte de energia, a contaminagao por esse combustivel em especifico ocorre muitas
vezes como resultado da producdo, manutengdo, transporte, armazenamento e liberagdo acidental,
levando a impactos ecologicos significativos.

A polui¢do causada pelos hidrocarbonetos tem sido relatada como um dos principais
problemas ambientais no mundo hé algumas décadas. A contaminagao por hidrocarbonetos tornou-
se uma questdo ambiental mundial devido aos potenciais efeitos toxicos em animais, seres
humanos, plantas e microrganismos. Um derramamento de dleo na costa brasileira no final de
agosto de 2019 mostrou que nao estamos preparados para responder de modo rapido e efetivo
diante de um cenario envolvendo o derramamento de 6leo em grandes proporgdes. Nesse caso em
especifico, onde uma grande quantidade de petroleo bruto comegou a se espalhar afetando mais de
2.000 km de costa brasileira, impactando mais de 40 areas protegidas, a reacdo do governo
brasileiro se mostrou muito lenta. S6 apos dois meses desde que os primeiros sinais de
derramamento foram registrados ¢ que o governo iniciou um plano de contingéncia do 6leo. Na
auséncia de a¢des coordenadas do governo, membros da sociedade civil coletaram mais de 1000
toneladas de oleo de praias e manguezais, muitas vezes com equipamentos de seguranca
inadequados e, portanto, expondo-se a possiveis danos a saude.

A Amazonia legal concentra varios campos de exploragdo e refino de petroleo, e isso tem
cobrado seu preco. Diversos incidentes envolvendo o derramamento de 6leo na regido foram
relatados nas ultimas décadas. Para minimizar ou remediar o impacto causado na regido, assim
como em qualquer outra area afetada, sdo necessarias medidas para fornecer alertas as autoridades
ambientais e as comunidades locais. O processo na tomada de decisdo para recuperacdo de uma

area que foi afetada tem que se basear em informagdes Uteis e atuais. Essas decisdes precisam ser
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tomadas com informagdes sobre a avaliacdo dos impactos ambientais e sociais na area, bem como
dos mecanismos capazes de promover a recuperagdo ou a minimizagdo dos problemas gerados.
Diante do cenario posto, acdes que visem a preservacdo e manutencdo da floresta
amazoOnica se mostram cada vez mais importantes. Buscar solugdes que visem recuperar areas
impactadas com hidrocarbonetos de petroleo, tem se tornado quase que uma busca incessante
pela comunidade cientifica. Existe a compreensdo de que o petrdleo € um “mal” necessério e que
ndo estamos dispostos a abandona-lo, e nem temos alternativas para tal, dada a nossa
dependéncia atual. A alternativa entdo, ¢ avancar na minimizagdo dos riscos ¢ dos impactos
ambientais ocasionados pela exploragdo e comercializagdo do petréleo. A utilizagdo de técnicas
moleculares modernas como a protedmica, na elucidacdo vias metabdlicas de degradagdo de
compostos xenobioticos, pode apresentar resultados importantes para a identificagdo mais
aprofundada dos processos relacionados a biodegradagdo dos hidrocarbonetos presentes no
petroleo. Os resultados aqui obtidos irdo contribuir para o entendimento dos processos de
biorremedia¢do, gerando subsidios para a comunidade cientifica e 6rgdos técnicos ligados a
entidades governamentais e industria petrolifera, para o aprimoramento na recuperagdo de areas

contaminadas por petroleo, 6leo diesel ou outros derivados.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. OLEO DIESEL: CARACTERISTICAS GERAIS

Entre os combustiveis derivados de petroleo o 6leo diesel ¢ usado principalmente em
motores com alta velocidade de rotag@o (acima de 1000 rpm), como em carros e navios (Ahmed e
Fakhruddin, 2018). Os motores a diesel sdo amplamente utilizados no transporte, bem como em
sistemas estacionarios (geradores, etc.) para a producao de eletricidade. Além disso, € reconhecido
que oleo diesel estara em uso comercial como a principal fonte de energia por pelo menos mais
duas décadas ( Yaqoob et al., 2021). O consumo global de diesel aumentou em 23 % durante 2000
— 2008, enquanto o aumento da demanda de gasolina foi de apenas 7% no periodo correspondente
(IEA, 2008). As demandas esperadas de diesel entre 2012 e 2035 sdo > 5 milhdes de barris/dia
(Ramadass et al., 2017).

De um modo geral os hidrocarbonetos de petréleo e seus derivados sdo subdivididos com
base nas faixas especificas de nlimero ou fracdo de carbono. As fragdes contendo numero de
carbono de Cs a Cio sdo classificadas como fragdes volateis (Fragdo 1). A fracdo 2 é semivolatil e
inclui o nimero de carbono acima de Cio (Ci0-Ci6). A fragdo 3 compreende o nimero de carbono
> Ci6 a Css, sendo denominados como uma fracao ndo volatil. A fragdo 4, considerada a de mais
baixa volatilidade e solubilidade de todas as outras fragdes, possui um nimero de carbono > Css
(Logeshwaran et al., 2018). O numero de cadeias carbdnicas no diesel ¢ variavel (Imron et al.,
2020). Além disso, o teor de carbono normalmente esta na faixa de 83-87 %, e o teor de hidrogénio
varia entre 10 e 14 %, e ainda podem ser encontradas pequenas quantidades varidveis de nitrogénio,
oxigénio, enxofre, como substancias ndo metélicas, e Ni, Fe e V, como substancias metalicas, que
as vezes sao adicionadas como aditivos (Imron et al., 2020; Ahmed e Fakhruddin, 2018).

A composi¢@o molecular dos hidrocarbonetos no diesel ¢ dividida em trés classes diferentes
que sdo saturadas, insaturadas e aromadticas (Ahmed e Fakhruddin, 2018). Nos hidrocarbonetos
saturados, todos os atomos de C tém ligacdo simples, enquanto nos hidrocarbonetos ndo saturados
um ou mais atomos de C tém ligagcdo dupla ou tripla. Essas classes sdo divididas novamente em
grupos diferentes com base em sua forma, como alcanos, alquenos, aromaticos (mono-aromaticos),
tiol e forma polar (Logeshwaran et al., 2018).

O diesel contém de 2.000 a 4.000 hidrocarbonetos com aproximadamente 24 % de n-alcano,

46 % de isoalcanos + cicloalcanos e 30 % de aromaticos (Imron et al., 2020; Imron et al., 2019;
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Logeshwaran et al., 2018; Titah et al., 2018), que sdo destilados em temperaturas que variam de
130 a 380 °C (Kebria et al., 2009; Menezes et al., 2006). Além disso, os hidrocarbonetos do diesel
possuem baixa solubilidade em &4gua, alto coeficiente de adsorcdo e alta estabilidade do anel
aromatico (Ziabari et al., 2016; Kebria et al., 2009). Por essas caracteristicas, o diesel tem sido
considerado também um poluente prioritario, que exerce efeitos bioquimicos nos seres humanos e
em outros organismos vivos (Ziabari et al., 2016). Seus componentes sdo potencialmente
carcinogénicos, toxicos (Imron et al., 2019; Titah et al., 2018) e contém uma longa cadeia de
hidrocarbonetos de dificil degradagdo (Imron et al, 2019; Ramasamy et al., 2017).

Os hidrocarbonetos presentes no diesel podem ser agrupados ainda em alifaticos ou
aromaticos, de acordo como a estrutura da cadeia carbdnica. Por essa outra classificagdo os
hidrocarbonetos presentes no diesel sdo compostos por 74 % de hidrocarbonetos alifaticos, 24 %
de hidrocarbonetos aromaticos ¢ 2 % de outros compostos. Os n-alcanos representam a maior
porc¢do dos hidrocarbonetos alifaticos presentes no diesel, e possuem cadeias lineares com varios
comprimentos/numeros de 4tomos de carbono saturados (Logeshwaran et al., 2018). A quantidade
de cadeias carbonicas de alifaticos presentes no diesel ¢ variavel; entre Ci1 e C2s (Ramasamy et al.
2017) e entre Cio a C20 (Bhuvaneswar et al. (2012).

J& os hidrocarbonetos aromaticos podem ser classificados com base no arranjo do anel de
benzeno. Baseado nessa classificagcdo, os compostos aromaticos sdo agrupados em duas categorias:
hidrocarbonetos monoaromaticos (MAHs) que contém um unico anel aromatico e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHs) que contém dois ou mais anéis aromaticos. Existem ainda aqueles
que apresenta em suas estruturas quimicas atomos diferentes de H/C (por exemplo, nitrogénio,
enxofre). Esses compostos sdo chamados de aromaticos heterociclicos, podendo ser da mesma

forma, monoaromaticos ou policiclicos aromaticos (Morya et al., 2020).

2.1.1. Compostos toxicos e perigosos no diesel

De acordo com a EPA/US a industria de refino de petrdleo ¢ uma das dez principais fontes
de liberacdo/emissdao de produtos quimicos toxicos para o meio ambiente. Nos Ultimos anos, a
poluicdo por hidrocarbonetos de petréleo tornou-se uma das preocupagdes globais mais sérias
devido a sua toxicidade para microrganismos, bem como para formas superiores de vida, incluindo
humanos. Entre os hidrocarbonetos associados ao petroleo, dezesseis PAHs estdo listados como

poluentes prioritarios devido a alta estabilidade no meio ambiente (Varjani e Upasani, 2017). Estes
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incluem:  acenafteno, benzo[ghi]perileno, criseno, acenaftileno, benzo[a]antraceno,
benzo[b]fluoranteno, antraceno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, fluoranteno, indeno[1,2 , 3-
cd]pireno, naftaleno, fenantreno, dibenzo[a, h]antraceno, fluoreno e pireno (Mojiri et al., 2019).
Muitos desses compostos podem ser encontrados no diesel (Claxton, 2015).

Além dos HPAs, alguns dos hidrocarbonetos monoaromaticos também estdo listados pela
EPA/US como compostos prejudiciais e importantes, que devem ser eliminadas dos efluentes
industriais antes de seu langamento no meio ambiente (Khalid ez al., 2021). Entre eles o benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno, coletivamente chamados de BTEX, sdo os principais componentes
do petroleo que sdo contaminantes ambientais prevalentes devido a derramamentos acidentais
frequentes (Duan et al, 2019). Em contraste com os hidrocarbonetos de cadeia longa, esses
compostos t€ém peso molecular relativamente baixo. Uma vez que os BTEXSs sdo expostos ao meio
ambiente, eles se transformam em vapor, enquanto alguns compostos se dissolvem na dgua (Khalid
et al., 2021). A anélise de 4gua contaminada com diesel tem indicado a presenca de compostos
organicos volateis, principalmente os BTEXs, os benzenos alquilados e naftaleno, sendo que a
maioria desses compostos apresentam concentragdes acima dos niveis de limites seguros
(Ramadass et al., 2017).

Os compostos alifaticos também sdo classificados como toxicos. Entre eles, os
hidrocarbonetos alifaticos clorados, representados pelo tricloroetileno, que foi classificado como o
principal contaminante em &guas subterraneas, isso devido a sua resisténcia a degradacao,
toxicidade e natureza carcinogénica (Li et al., 2017). Embora em pequenas quantidades,
compostos clorados estdo presentes no diesel. Além disso, os dispersantes, adicionados ao 6leo

para reter a sujeira em suspensao, também contém cloro (Jin et al., 2020).

2.1.2. Principais efeitos toxicos dos hidrocarbonetos do diesel

Os PAHs sdo considerados a principal fonte de toxicidade entre os hidrocarbonetos. Entre
os varios efeitos relatados, alguns dos PAHs levam a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) como subproduto do metabolismo. Essas substancias permanecem persistentes no
sedimento ou substratos lipofilicos e algumas delas apresentam propriedades carcinogénicas e
mutagénicas (Breitwieser et al., 2018). Entre todos os PAHs conhecidos, o benzo[a]pireno ¢

reconhecido como o poluente mais perigoso, pois € extremamente cancerigeno (Gupte et al., 2016).
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Os PAHs sdo contaminantes organicos amplamente difundidos no meio ambiente,
reconhecidos por terem efeitos carcinogénicos e mutagénicos, e por bioacumular no tecido humano
e animal. Os PAHs também tém impactos prejudiciais sobre a fauna e a flora dos habitats afetados,
resultando na absor¢ao e acumulagdo de produtos quimicos toxicos por meio de cadeias alimentares
(biomagnificag@o) e, em alguns casos, problemas graves de saude e/ou defeitos genéticos em
humanos (Mojiri et al., 2019).

Entre os BTEXSs, o benzeno ¢ listado como um carcinégeno do Grupo 1 pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), e o etilbenzeno foi classificado como um
possivel carcinégeno para humanos (Grupo 2B). Além disso, todos os quatro componentes do
grupo BTEX tem influéncias bem documentadas no sistema nervoso central e nas fungdes
imunoldgicas, como tontura, atopia, eczema, asma, irritagdo aguda nos olhos e na pele (Ran et al.,
2018). Além desses efeitos ja citados, o benzeno afeta adversamente a producdo de sangue, o
sistema nervoso central e o sistema linfatico. O etilbenzeno ¢ um potente carcindgeno e um de seus
efeitos em humanos inclui perda auditiva (Morya et al., 2020).

Os efeitos desses compostos sobre os animais aquaticos, também tem sido documentado,
principalmente nos peixes. Entre os principais efeitos colaterais sdo citados comprometimento na
capacidade respiratdria, bem como, o equilibrio i6nico e o comportamento das espécies estudadas
(Matsuo et al., 2006; Brauner et al., 1999). Ha relatos ainda de que peixes expostos ao petroleo e
derivados, ou apenas a fragdo soltivel em agua destes compostos, podem ter sua a eficiéncia
alimentar diminuida (Olsen et al., 2007) e consequentemente redu¢ao no crescimento desses peixes
em decorréncia da exposi¢ao aos compostos do petrodleo. Foram relatados ainda distarbios na
habilidade respiratoria, alteragdes hematologicas e prejuizos ao sistema imunoldgico (Cohen et al.,
2005). Alteragdes morfologicas, mensuradas por meio de técnicas histopatologicas, ja foram
descritas em animais coletados apds a ocorréncia de derramamento de derivados de petroleo
(Katsumiti et al., 2009).

No solo os hidrocarbonetos bloqueiam a difusdo do ar através dos poros, modificando
também propriedades fisicas e a condutividade hidraulica da umidade do solo. A modificagdo das
caracteristicas quimicas e fisicas do solo devido a polui¢do por hidrocarbonetos pode, portanto,
afetar negativamente o crescimento das plantas (Grifoni ef al., 2020). Estudos tem indicado que
contato direto de plantas com 6leo pode causar uma série de efeitos adversos que incluem: murcha

e senescéncia foliar, perda de folhas, raizes deformadas, reducdo das taxas de sobrevivéncia das
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mudas por inibir a germinacdo das sementes, diminui¢do da eficiéncia da fotossintese, efeitos
ecotoxicologicos e mutacdes (Naidoo et al., 2010).

Os animais marinhos também sdo diretamente afetados pela contaminacdo por
hidrocarbonetos. Um estudo sobre comunidades de corais apds o vazamento de 6leo na plataforma
Deepwater Horizon no ano de 2010, relatou os impactos significativos do 6leo na superficie dos
corais, resultando em morte e esqueletos cobertos de hidrozodrios a 1370 m de profundidade
(Fisher et al., 2014). As aves marinhas s3o extremamente vulneraveis e sensiveis a derramamentos
de 6leo. A inalacdo ou ingestdo de PAHs e outros constituintes oleosos pelas aves pode resultar na
perda da capacidade de impermeabilizacdo de suas penas, levando ao afogamento e hipotermia
(Tran et al., 2014). Os répteis incluindo tartarugas, crocodilos e cobras marinhas também sao
vulneraveis aos efeitos nocivos do petroleo na superficie ou em aguas rasas. O 6leo pode afetar a
troca gasosa normal em tartarugas marinhas, levando ao sufocamento e danificando os ovos de
tartaruga a medida que componentes toxicos penetram nos embrides em crescimento (Putman et

al., 2015).

2.2. POLUICAO CAUSADA POR DIESEL

Embora o 6leo diesel seja uma das principais fontes de energia, ele desempenha um papel
fundamental na poluicdo ambiental global (Bhuvaneswar et al., 2012). A polui¢do causada por
hidrocarbonetos do diesel, causa grave poluicdo ambiental e prejudica ecossistemas inteiros
(Imron et al, 2019; Titah et al., 2018; Isiodu et al., 2016). A quantidade de diesel liberada nos
ecossistemas terrestres e aquaticos é estimada em 1,7 a 8,8 milhdes de toneladas por ano
(Imron et al, 2019; Titah et al., 2018). Além dos impactos ambientais causados pelos derrames
de 6leo durante o processo de exploragao, transporte e refino (Logeshwaran et al., 2018; Bao et al.,
2012) a comercializagdo dos produtos refinados (essencialmente os combustiveis) também causa
impactos ambientais relevantes. Esses produtos oferecem riscos de contaminagao dos solos pela
forma como sdo distribuidos ao consumidor e como sdo armazenados (Liang et al., 2011). Ha
evidéncias indicando que em algumas areas os riscos de derrames sao mais acentuados do que em
outras areas do mundo. Isso devido ao aumento do consumo do petrdleo e de seus subprodutos
nessas areas (Bowen e Depledge, 2006; Kirby e Law, 2010). Tais riscos estdo relacionados, por

exemplo, a vazamentos de tanques de armazenamento nos postos de combustiveis e pequenos
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derrames no processo de carga e descarga desses produtos (Logeshwaran et al., 2018; Bao et al.,
2012).

Acidentes envolvendo o derramamento de 6leo diesel tem sido reportado em véria partes
do mundo. Como por exemplo o que aconteceu em 14 de dezembro de 2013, que envolveu o
derramamento de 180.000 L de o6leo diesel no porto de Skjervey, localizado no norte da Noruega.
A andlise da composi¢do desse 6leo derramado, revelou a presenga de HAPs de baixo peso
molecular, como fenantreno, pireno e antraceno, entre as principais substancias liberadas no meio
ambiente (Breitwieser et al., 2018).

Em fevereiro de 2001, o rompimento de um oleoduto na Serra do Mar, cidade de Morretes,
estado do Paran4, sul do Brasil, causou um vazamento de aproximadamente 52.000 litros de 6leo
diesel. O dleo se espalhou por vérios rios locais, incluindo os rios Carambui, Meio, Sagrado, Neves
e Nhundiaquara. Cinco barreiras de conten¢do foram instaladas como um esfor¢o para minimizar
a propagacgdo de oleo. Porém, a contaminagao por 6leo se estendeu por aproximadamente 28 km
do local do derramamento ao longo desses rios, cruzando ambientes com geomorfologia e
caracteristicas geoldgicas distintas, o que acarretou em mudangas no transporte e persisténcia no
ambiente desse 60leo derramado (Horodesky et al., 2015).

E mais recentemente, em margo de 2019, em um municipio do Parana-Brasil, ocorreu um
acidente envolvendo um caminhdo transportando Oleo diesel resultando no vazamento de
aproximadamente 40.000 L de combustivel, o que resultou na interrup¢do do abastecimento de
agua em algumas cidades (Martins et al., 2020). Em dezembro de 2019, ocorreu um derramamento
de oleo diesel nas Ilhas Galapagos, no Equador, apds o naufradgio de um navio de transporte com

600 galdes de diesel (Martins et al., 2020).

2.2.1. Acidentes com 0leo na Amazonia

A notavel biodiversidade Amazdnica ¢ frequentemente atacada por um niimero crescente
de ameagas, como a expansdo da energia hidrelétrica (Val et al., 2016), desmatamento (Soares-
Filho et al, 2014), mineracdo (Meira et al,, 2016) e polui¢do direta por atividades petroliferas
(Kimerling, 2013). Esta ultima ameaga, ¢ ainda mais grave quando se considera que o risco de
poluicdo por 6leo ¢ notavelmente alto em areas tropicais e subtropicais, pois essa areas concentram
cerca de 60 % da produ¢do de petrdleo global. S6 no Brasil, a produgdo de petroleo cresceu, em

média, 5 % ao ano desde 2000 (Sardi et al., 2017).
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A perfuracdo de petroleo na bacia amazonica comegou entre 1980 e 1990 e aumentou nas
ultimas décadas. O campo de exploragdo de petrdleo mais importante da regido esta localizado na
cidade de Coari-AM as margens do rio Urucu (afluente do rio Negro), a 600 km de Manaus (Duarte
e Val, 2020). A bacia do Urucu ¢ conhecida por produzir 6leo de alta qualidade, principalmente
para a producdo de diesel e nafta no Brasil. O gas natural também ¢ um importante produto da
regido (Campedo et al., 2017). O risco de contaminacdo das massas de dgua amazodnicas por
hidrocarbonetos ¢ uma grande ameaga devido ao aumento da exploracao de petréleo naquela regido
nas ultimas décadas. O risco de derramamento de 6leo e contaminacdo ¢ particularmente alto em
torno das areas de exploracdo e da rota de transporte percorrida por barcacas de Coari a Manaus,
onde o petréleo ¢ refinado (Duarte et al., 2010; Duarte e Val, 2020). Na verdade, j4 foram
reportados alguns acidentes que resultaram na liberagcdo de quantidades significativas de oleo e
seus derivados em corpos d'agua.

Foi relatado, por exemplo o vazamento, em 2016, de aproximadamente 477.000 L de
petrdleo o rio Marafion, na por¢do peruana da Amazdnia, um dos principais afluentes do rio
Amazonas (Azevedo-Santos, 2016; Mega, 2016). Em 30 de junho de 2014, um derramamento de
6leo do oleoduto do Norte do Peru liberou 2.358 barris de petrdleo bruto para o meio ambiente,
cobrindo mais de 87.000 m? do territorio da comunidade indigena de Cuninico. Poucos meses
depois, em 16 de novembro de 2014, um derramamento de 6leo na mesma regido liberou cerca de
7.800 barris de 6leo cru afetando o territério da comunidade indigena de San Pedro (O’Callaghan-
Gordo et al., 2018).

Também existem relatos de incidentes no Equador. Em 1967, um consoércio de empresas
estrangeiras - subsididrias integrais da Texaco e do Golfo, ambas agora parte da Chevron —
encontraram o petroleo na regido equatoriana da Amazodnia, perto do territorio de Huaorani. Os
projetos de exploragdo de petrdleo pela Texaco/Chevron no Equador tém derramado petroleo por
mais de 30 anos naquela regido (Azevedo-Santos, 2016; Kimerling, 2006). Durante as primeiras
décadas da produgdo de petrdleo, bilhdes de galdes de dgua de formagdo toxica foram dispostos
em pocos abertos sem tratamento ou monitoramento ambiental. Ao longo dos anos, o lixo tdxico
se infiltrou no ambiente natural, causando polui¢ao da agua, do solo e da vegetagdo. Além disso,
derramamentos de 6leo acidentais e liberados das redes de dutos resultaram em aproximadamente
16,8 milhdes de galdes de petroleo bruto vazando para o meio ambiente. Mais de 800 derrames de

6leos detectados e mais de 1200 pogos abertos foram fontes de polui¢do durante as ultimas décadas
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(Arellano et al.,, 2017). Em 2013, cerca de 11.480 barris de petréleo vazaram de um oleoduto
danificado no rio Coca, no Equador. O vazamento atingiu a regido amazonica peruana de Loreto
(BBC News, 2013). O rio Coca ¢ um dos afluentes do rio Amazonas no Equador. Grandes areas
estdo programadas para o futuro desenvolvimento de exploracdo de petrdleo na regido amazonica,
indicando que os distirbios por essas atividades aumentardo na regido, particularmente em bacias
altas e cabeceiras de rios (Azevedo-Santos, 2016).

A porc¢ao brasileira da Amazonia também tem sofrido desastres ambientais ocasionados por
derrame de 6leo nos rios da regido. Um oleoduto foi quebrado em agosto de 1999, liberando 6leo
cru no corrego Cururu, localizado em Manaus. Apds o acidente, o 6leo espalhou-se lateralmente
na superficie da dgua, cobrindo a zona bentonica e os sedimentos ao longo da beira do riacho,
deixando uma espessa camada de residuos. Grande parte do 6leo derramado foi removido no més
seguinte ao acidente. No entanto, uma pequena quantidade continuou a entrar no sistema do riacho,
vindo do fundo do riacho, cobrindo esporadicamente o solo adjacente durante as esta¢des de
enchente e cheia (Couceiro ef al., 2006)

Em 2013, um acidente com uma barcaga de transporte de cimento asfaltico de petrdleo
(CAP) langou cerca de 60 mil litros de CAP nas 4aguas do rio Negro, préximo ao porto de Sao
Raimundo, em Manaus. Embora alguns protocolos de mitigacao tenham sido empregados a fim de
reduzir o impacto da liberagdo de CAP, a concentragdo total de PAHs na agua foi substancialmente
elevada 45 dias apos o derramamento. Um estudo envolvendo duas espécies de peixes ciclideos
Satanoperca jurupari (Acara-catitu) e Acarichthys heckelii (Acard Heckeli) detectou a presenca de
metabolitos de hidrocarbonetos do tipo pireno, benzo[a]pireno e naftaleno na bile desses peixes
(Duarte e Val, 2020).

E mais recentemente, entre agosto de 2018 e fevereiro de 2019, dois incidentes foram
registrados em portos da cidade de Manaus, de acordo como Instituto de Prote¢do Ambiental do
Amazonas - [IPAAM. O primeiro envolveu o naufragio de uma embarcagdo proximo ao porto da
CEASA, que espalhou mais de 1,8 mil litros de vazamento de 6leo combustivel maritimo (OCM)
(IPAAM, 2018). Uma extensao de aproximadamente 10 km do Rio Negro foi atingida. De acordo
com o 6rgao de controle ambiental, o acidente aconteceu apds o naufragio de uma embarcagdo no
porto da empresa pertencente ao grupo Chibatdo. O 6leo, segundo o IPAAM, atingiu areas de
vegetacdo natural no igarapé do Mauazinho, considerada uma Area de Preservacio Permanente

(APP). No segundo acidente, aproximadamente 30 toneladas de emulsdo asféltica se espalharam
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por uma extensao de 1,5 quilometros, nas proximidades do Porto do Sdo Raimundo, zona oeste de
Manaus. Uma carreta que transportava a emulsdo asfaltica vazou apds uma tentativa de furto ao
tanque, e a substancia toxica acabou sendo despejada no local e atingindo também o rio Negro
(IPAAM, 2019).

Existe ainda o problema relacionado aos meios de transporte na regido. As embarcacdes
fluviais tradicionalmente utilizadas na regido amazdnica brasileira utilizam principalmente 6leo
diesel como combustivel, reconhecidamente poluentes devido a formagdo de material particulado
e outros compostos organicos provenientes da combustao do combustivel (Koslowski ef al., 2020).
E tem ainda a risco ambiental relacionado a possibilidade do combustivel armazenado no tanque
das maquinas, ou mesmo estocado para reabastecimento, ir parar nos rios e lagos da regido. Dada
a grande extensdo territorial percorrida por essas embarcagdes, a quantidade de combustivel
transportado ¢ da ordem de centenas a milhares de litros. Acidentes na regido sao pouco relatados,
porém acontecem, principalmente aqueles envolvendo embarcacdes de pequeno e médio porte.
Segundo estimativas da Diretoria de Portos e Costas — DPC, da Marinha do Brasil, somente no
estado do Amazonas, foram instaurados 94 Inquéritos Administrativos sobre Acidentes e Fatos da
Navegac¢do (IAFNs) devido a acidentes fluviais em 2020 (DPC, 2021).

Nos casos de derramamento de 6leo em rios da Amazodnia o vento facilita a dispersdo do
6leo até as margens dos rios, acabando por contaminar mais de um ambiente. Registra-se ainda o
caso dos ciclos de cheia e seca, que contribuem para que as propor¢des de um derramamento sejam
ainda mais negativas, principalmente durante a cheia, época em que parte da floresta estd submersa
(Val, 1997).

A ocorréncia de um derramamento de 6leo na regido afeta principalmente os peixes,
provocando uma série de distirbios. Inicialmente as branquias, principal rota de absorcdo de
poluentes aquaticos, seriam afetadas. Os hidrocarbonetos de petrdleo promovem danos estruturais
no epitélio respiratério branquial, afetando os processos de troca gasosa e limitando a transferéncia
de oxigénio em organismos aquaticos. Com o comprometimento das fungdes das guelras, sdo
induzidos disturbios respiratorios, de regulacao ionica e inibigdo da absorgdo de Na* (Duarte et al.,
2010). Além disso, entre os peixes da Amazonia hd uma miriade de espécies que desenvolveram
adaptagdes para explorar a interface dgua-ar, o que traz outra dimensao para os efeitos da interagao

peixe/6leo. Além de respirar, muitas dessas espécies também se alimentam de frutos flutuantes que
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caem das arvores, o que torna o derramamento de 6leo, formando uma camada no topo da coluna

d'dgua, uma preocupacao real (Kochhann et al., 2015).

2.3. BIODEGRADACAO DO OLEO DIESEL

As metodologias utilizadas para remediagdo de 4areas contaminadas com oOleo sdo
classificadas em métodos mecanicos ou fisicos, quimicos e biologicos, dependendo dos tipos de
insumos usados para promover a separacdo ou mesmo recuperagdo do 6leo. Cada um deles tera
suas vantagens, desvantagens e cenarios especificos da aplicacdo, ndo sendo absolutos para todos
os casos (Ajona e Vasanthi, 2021; Oliveira et al., 2021). As técnicas classicas fisica, quimica,
térmica e bioldgicas que estdo disponiveis incluem barreiras de conteng¢do, uso de adsorventes,
surfactantes, dispersantes, queima in sifu e biorremediacdo para remog¢do desses contaminantes
(Singh et al., 2020).

Os métodos mecanicos ou fisicos sdo aqueles que incluem barreiras flutuantes de contengao
para mitigar o processo de expansdo do 6leo ou direcionar seu fluxo para regides de menor dano.
Barras também sdo responsaveis por concentrar o 6leo para que a parte dele possa ser recuperada
por meio da aplicagdo de materiais absorventes ou de equipamentos coletores flutuantes chamados
skimmers (Al-Majed et al. 2012). Um método fisico aplicado para o controle imediato e remediagao
de derramamentos € a combustdo in situ, que consiste na queima da camada de 6leo na superficie
em que foi derramado (Al-Majed et al. 2012).

Os métodos quimicos sdo aqueles baseados na aplicagdo de agentes que visam modificar a
interagdo do 6leo com a agua, como coagulantes, floculantes, dispersantes ou agentes de
solidificagdo, facilitando sua posterior remog¢ao (Bazargan et al., 2015).

Os métodos biologicos sdo aqueles que visam a aplicagdo de sistemas de microrganismos,
ou mesmo geram cendrios convenientes para o desenvolvimento destes, inserindo nutrientes ou
oxigénio no meio afetado, de forma que a agdo bacteriana resulte na biodegradacdo do dleo
derramado (Doshi et al, 2018). Os métodos biologicos incluem a biorremediacio e a
biodegradacdo do 6leo por microrganismos naturais que sdo amplamente distribuidos na ecologia
global. A biorremediagdo visa estimular a taxa de biodegradagdo natural, sem causar nenhum
impacto adverso. Varios géneros de bactérias e fungos comedores de 6leo sdo responsaveis pela
decomposicao e metabolismo dos hidrocarbonetos e outros contaminantes quimicos presentes nos

6leos (Singh et al., 2020).
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Vérios métodos, como tratamentos fisicos, quimicos e bioldgicos, estdo disponiveis para
remediacdo de dreas contaminadas com diesel. Entre esses métodos, um tratamento biologico que
utiliza microrganismos ¢ considerado econdmico, ecoldgico e alcanca bons resultados na
degradacdo do diesel (Imron et al., 2019; Logeshwaran et al., 2018). O tratamento bioldgico
utilizando bactérias isoladas de areas contaminadas com diesel ¢ considerado eficiente. Esses
microrganismos podem produzir enzimas que os tornam capazes de utilizar o diesel como fonte de
carbono e energia (Imron et al., 2019; Patil et al., 2012).

O desastre envolvendo a plataforma de petréleo Deepwater Horizon liberou cerca de 4,9
milhdes de barris de petrdleo bruto da Louisiana do Sul no Golfo do México de 20 de abril a 15 de
julho de 2010. E a maior liberagdo ndo intencional de 6leo para o ambiente marinho na histéria dos
Estados Unidos. Foram afetados cerca de 1.773 km da costa do Golfo do México, dos quais 45%
eram pantanos costeiros. A mitigacao ou limpeza do 6leo envolveu queima controlada in situ, uso
de 1,84 milhdes de galdes de dispersantes, uso de navios skimmer, barreiras de contencao flutuantes
e remog¢ao manual na Louisiana (Singh et al., 2020). Isso tudo a um custo total de $ 65 bilhoes,
incluindo limpeza e custos legais em multas criminais e acordos judiciais (Little et al., 2021).
Apesar de todos os esforcos empregados, a remediacdo ndo atingiu totalmente todas as areas
afetadas. No caso em especifico dos pantanos costeiros, por exemplo, mitigacdo ou limpeza do

6leo ocorreu em apenas 8,9% das areas impactadas (Turner et al., 2014).

2.3.1. Biorremediacio

A biodegradagdo ¢ um processo pelo qual pequenos organismos como bactérias, leveduras
e fungos quebram compostos complexos em compostos menores para seus alimentos (Al-Majed et
al. 2012). E um processo natural que ocorre sem interferéncia humana (Pant et al., 2021). A
biorremediagdo € o processo de aplicacao da biodegradacao para limpeza de derramamento de 6leo
envolvendo a introdugdo artificial de agentes biologicos, como fertilizantes e nutrientes, em
microrganismos nativos no local contaminado para que eles proliferem (bioestimulacdo) ou a
introdugdo de microrganismos nio nativos (bioaumentag¢do) para acelerar o processo natural de
biodegradacao de forma a recuperar areas contaminadas (Al-Majed et al. 2012). A biorremediacao
pode envolver bactérias, algas e fungos, plantas etc. para degradar uma substancia (Pant et al.,

2021).
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A biodegradagdo ¢ um processo lento, enquanto a biorremediacdo ¢ um processo mais
rapido. A interferéncia humana ¢ usada para regular a taxa de biorremediagao, pela regulacao da
temperatura, disponibilidade de alimentos ou nutrientes etc. Por outro lado, a biodegradagdo ¢
regulada pela natureza. A biodegradacao ocorre em toda parte e em qualquer lugar, enquanto em
um local poluido, a biorremediacao ¢ esperada. A biodegradagdo (como a corrosdo de um metal,
por exemplo) pode ser benéfica ou prejudicial, enquanto a biorremedia¢ao sempre se destina a ser
benéfica (Pant et al., 2021).

Os microrganismos possuem a capacidade de se adaptarem a situacdes extremas, o que
consequentemente os tornam fisiologicamente versateis. Isso faz com que uma mesma espécie
consiga se desenvolver em ambientes totalmente diferentes. Essa caracteristica torna-os aptos a
metabolizar e, frequentemente, a mineralizar um grande nimero de moléculas organicas, fato que
contribui significativamente para seu emprego em processos de biorremediacdo de 4areas
contaminadas (Campedo ef al., 2017). Em ambientes aquaticos, por exemplo, 0s microrganismos
podem transformar quimicamente por meio da acdo de enzimas especificas compostos
contaminantes. Nesse processo, energia ou outro receptor de elétron do meio ¢ liberado e oxigénio
consumido. Consequente a presenca desses receptores de elétrons, além de outros nutrientes tais
como nitrogénio, fésforo, minerais tracos, e ¢ claro, a fonte de carbono, que nesse caso sdo os
poluentes orgénicos, possibilitam o crescimento microbiano, o que culmina na conversao dos
poluentes a produtos de oxidacdo que geralmente terminam em dioxido de carbono e dgua (Singh
et al., 2020). Os constantes vazamentos de hidrocarbonetos (ao longo de milhdes de anos),
principalmente os advindos do petréleo, tem provocado nas comunidades microbianas adaptagdes

que as tornam capazes de quebrar esses hidrocarbonetos (Little et al., 2021).

2.3.2. Biorremediac¢do do diesel por bactérias

A facil adaptabilidade aos mais diferentes tipos de ambientes faz das bactérias os
microrganismos mais empregados na biorremediagdo de ambientes contaminados. Existem
diversos trabalhos envolvendo bactérias na degradag@o de hidrocarbonetos (Hasanuzzaman et al.,
2007; Al-Saleh et al., 2009; Das e Chandran, 2011; Bhasheer et al., 2014; Mnif et al., 2015; Imron
e Titah, 2018; Karlapudi ef al., 2018; Lee et al., 2018; Logeshwaran et al., 2018; Tiralerdpanich
et al., 2018; Imron et al., 2019; Imron et al., 2020; Adetunji e Olaniran, 2021).
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Estudos recentes demonstraram a presenca comum de bactérias degradadoras de 6leo em
diversas areas geograficas pelo mundo todo (Campedo et al., 2017). Varios desses trabalhos tem
demostrado a capacidade desses microrganismos de decompor a estrutura de hidrocarbonetos
presentes no diesel (Bhuvaneswar et al., 2012; Bhasheer et al., 2014; Cruz et al., 2014; Horel a
Schiewer, 2014; Ayed et al., 2015; Auffret et al., 2015; Maddela et al., 2015; Nkem et al., 2016;
Mnif et al., 2017; Morales-Guzman et al., 2017; Imron e Titah, 2018; Lee et al., 2018; Mohammed
et al., 2018; Chen et al., 2019; Garcia-Cruz et al., 2019; Imron et al., 2019; Sowani et al., 2020).
Bactérias isoladas de ambientes contaminados, como Pseudomonas sp., Bacillus sp. e
Acinetobacter sp., sdo consideradas eficazes na degradagdo do diesel devido a sua adaptabilidade,
resisténcia, tolerancia e sobrevivéncia quando expostas ao poluente. Elas tém um metabolismo
especial que ja se adaptou para prevenir sua morte, alterando ou contornando certas reagdes
metabolicas e enzimaticas (Imron et al., 2020).

Vias metabolicas de degradacao dos PAHs foram identificadas em diferentes espécies de
bactérias. Esses estudos mostram ainda que a quebra de tais compostos aromaticos pode ser
promovida de forma aerobica e de forma anaerdbica (Ghosal et al., 2016; Isiodu et al., 2016; Gurav
et al., 2017; Liu et al., 2017; Oyehan e Al-Thukair, 2017; Logeshwaran et al., 2018; Li et al.,
2020b). Embora essa degradagdo aconteca de forma satisfatoria nos dois casos, existe relato
indicando que tal processo ocorre mais rapidamente quando na presenca de oxigénio (Diaz, 2004;
Logeshwaran et al., 2018). Ja em relagdo aos alcanos, também existem muitas bactérias capazes
utiliza-los como fonte de carbono (Hasanuzzaman et al., 2007; Liu et al., 2011; Gurav et al., 2017;
Li et al., 2017; Kadri et al., 2018; Imron et al., 2020; Liu et al., 2021). Existem inclusive aquelas
espécies altamente especializadas na degradagdo de hidrocarbonetos, que utilizam preferencial os
hidrocarbonetos a qualquer outra fonte de energia. Tais espécies sdo chamadas
hidrocarbonoclésticas e desempenham um papel fundamental na remogao de hidrocarbonetos de
ambientes poluidos (Kadri et al., 2018; Rodrigues et al., 2020). Um exemplo interessante a esse
respeito € a espécie Alcanivorax borkumensis. Essa espécie metaboliza uma grande quantidade de
hidrocarbonetos lineares e ramificados (Kadri et al., 2018).

O género Acinetobacter ¢ um dos mais bem caracterizados em relacdo ao seu
envolvimento em processos de biorremediagdo (Mnif et al., 2015; Imron e Titah, 2018; Karlapudi
et al., 2018; Lee et al., 2018; Logeshwaran et al., 2018; Tiralerdpanich et al., 2018; Imron et al.,

2019; Adetunji e Olaniran, 2021). Também existem varios relatos da participagdo do género
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Burkholderia nesses processos (Guazzaroni et al., 2013; Sarkar et al., 2017; Varjani, 2017; Lee
etal.,2018; Logeshwaran et al., 2018; Mohammed et al., 2018; Morya et al., 2020). Outro género
que também tem sido bastante empregado na degradacdo de hidrocarbonetos ¢ o Cupriavidus
(Tiwari et al., 2017; Li et al., 2019; Min et al., 2019; Ibrar e Zhang, 2020; Li et al., 2020; Min et
al., 2020; Tiwari et al., 2020; Yi et al., 2020; Deng e Zhou, 2021).

Mais recentemente, as técnicas de engenharia genética para “construir bactérias” com uma
capacidade de degradagdo aprimorada, tem aberto o caminho e as possibilidades para a
desintoxicagdo mais eficiente desses poluentes persistentes do meio ambiente. Tanto a estratégia
in vitro, quanto a in vivo, isto ¢, clonagem de genes e transferéncia de um plasmideo inteiro para
uma cepa podem ser usadas para construir esses microrganismos modificados (Liu et al., 2021;

Pant et al., 2021).

2.3.3. Uso de consorcios bacterianos na biorremediac¢io do diesel

Dada a complexidade dos hidrocarbonetos, ¢ necessaria a cooperagdo sinérgica entre
espécies diferentes de microrganismos para a completa degradagdo e a mineralizacdo dos
compostos (Gurav et al., 2017). A associacdo de microrganismos ¢ conhecida como consdrcio
microbiano, podendo envolver uma variedade microrganismos. Cada uma das espécies presentes
no consocio, metaboliza individualmente, um niimero limitado de hidrocarbonetos. Nos processos
aerdbicos, o oxigénio € requerido para o processo de biodegradagdo, envolvendo o catabolismo dos
hidrocarbonetos por a¢do de oxidases (Ghazali et al., 2004).

A selecdo de consoércios microbianos com capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos ¢
mais comum a partir de areas contaminadas com esses compostos (Reyes-Sosa et al., 2018). Desse
modo, o solo tem se mostrado promissor quando se trata da prospec¢do de microrganismos,
principalmente no que diz respeito a degradacdo de compostos xenobiodticos. Ambientes costeiros
também abrigam diversas comunidades microbianas, que podem conter géneros com potencial
atividade de biorremediacdo. Esses locais abrigam géneros bacterianos comumente relatados em
areas poluidas por hidrocarbonetos e reservatorios de petrdleo, bem como especialistas na
degradacdo de hidrocarbonetos como Alcanivorax e Cycloclasticus. O local onde os
microrganismos sdo coletados favorece ampliacdo da quantidade de xenobidticos que podem ser
quebrados por esses microrganismos (Reyes-Sosa et al, 2018). Os locais contaminados sdo

ambientes tipicamente hostis onde as bactérias podem evoluir para desenvolver mecanismos
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catabdlicos extraordinarios para sua sobrevivéncia e para superar o estresse da toxicidade (Morya
et al., 2020).

Os consorcios bacterianos com um espectro maior de enzimas hidroliticas, quando
comparados aos isolados, exibem a possibilidade de usar uma quantidade também maior de
substrato. A maior diversidade de enzimas favorece habilidades metabodlicas que se
complementam, contribuindo assim, para a adaptacdo dos constituinte do consorcio aos ambientes
contaminados, o que os leva a receberem mais atencdo do que uma unica cepa (Jia et al., 2016).
Mariano et al. (2008), comparou a biodegradacao de dleos diesel comerciais e intemperizados e
concluiu que os consoércios tinham melhor potencial de biodegradacdo do que as culturas puras,
uma vez que isolados individuais podem nao exibir degradagao.

Bhuvaneswar et al. (2012) avaliaram cepas de Pseudomonas sp., Micrococcus sp.,
Staphylococcus sp., Bacillus sp., Flavobacterium sp., Achromobacter sp., Klebsiella sp.,
Actinomicetes sp., Acetobacter sp. e Rhodococcus sp. que foram isolados de ambientes
contaminados com diesel. O consorcio dessas bactérias teve processos sinérgicos para quebrar os
hidrocarbonetos do diesel e utiliza-lo como fonte de carbono. Almeida et al. (2017) testou varios
consorcios capazes de degradar um tipo de combustivel naval (MF-380), e o consdrcio mais
promissor alcangou biodegradagdo de 93,5% no desenho experimental e atingiu niveis de
degradagdo otimizados em ensaio no biorreator para os constituintes do combustivel. Outro
consorcio bacteriano (Mix3) composto por microrganismos oriundos de diferentes ambientes
(solos e aguas residuais) foi obtido apds enriquecimento na presenca de uma mistura de 16
hidrocarbonetos, além de gasolina e 6leo diesel. Foram isoladas 14 bactérias com capacidades de
degradacdo dos hidrocarbonetos (Auffret et al., 2015).

Um consoércio microbiano nativo para a biorremediacdo de solo contaminado com oleo
diesel na Cor¢ia foi construido e sua capacidade de biodegradagdo foi avaliada. Cepas microbianas
isoladas de ambientes terrestres coreanos, com potencial para biodegradar hidrocarbonetos
alifaticos, PAHs e resinas, foram investigadas. Sete cepas microbianas, Acinetobacter oleivorans
DRI1, Corynebacterium sp. KSS-2, Pseudomonas sp. AS1, Pseudomonas sp. Neph5, Rhodococcus
sp. KOS-1, Micrococcus sp. KSS-8 e Yarrowia sp. KSS-1 foram selecionados para a construgdo de
um consorcio microbiano com base em sua capacidade de biodegradacdo, hidrofobicidade e
atividade emulsificante. Os testes de biodegradacdo em escala laboratorial € em massa mostraram

que em solo contaminado com 6leo diesel suplementado com nutrientes (nitrogénio e fésforo), o
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consorcio microbiano melhorou claramente a biodegradagdo dos hidrocarbonetos, e todas as cepas
microbianas que constituem o consorcio microbiano, o que sugere que o consorcio microbiano
pode ser usado para a biorremediacao de solo contaminado com 6leo diesel (Lee et al., 2018).

Muitas espécies, como Acinetobacter sp., Vibrio sp., Moraxella sp., € Bacillus sp., podem,
por exemplo, degradar hidrocarbonetos (Imron et al., 2019; Das e Chandran, 2011). Esses
microrganismos podem produzir biossurfactantes para aumentar a solubilidade do diesel,
facilitando assim o processo de assimilacdo dos hidrocarbonetos pelos microrganismos (Imron et
al., 2019).

A etapa inicial de interacdo entre os poluentes do 6leo e o microrganismo envolve um
contato direto entre eles. Essa interagdo direta ¢ dependente da estrutura da parede celular, ou seja,
da hidrofobicidade de sua superficie. Durante o contato direto, os hidrocarbonetos penetram na
célula como gotas submicroscépicas. A atividade do surfactante e a hidrofobicidade favorecem a
interagcdo entre o microrganismo e o substrato insoltvel, superando a limitacdo da difusdo durante
o transporte do substrato para a célula (Karlapudi et al., 2018). Bactérias que possuem capacidade
de degradacdo de 6leo juntamente com producao de agente tensoativos sob condi¢gdes andxicas sao
mais eficazes para metanogénese in situ em reservatorios de petrdleo (Zhao et al., 2016). As
bactérias que degradam hidrocarbonetos produzem uma variedade de biossurfactantes que
permanecem ligados a superficie celular ou podem ser liberados como moléculas extracelulares
(Karlapudi et al., 2018). Os biossurfactantes podem reduzir efetivamente as tensdes interfaciais de
6leo e agua in situ, bem como a viscosidade do 6leo (Adetunji e Olaniran, 2021). Waigi et al.
(2015) relataram a producdo de biossurfactante como caracteristica autecoldgica que aumenta a
biodisponibilidade de hidrocarbonetos, o contato de células microbianas e substratos e o transporte

de massa em microrganismos.

2.3.4. Principais rotas catabolicas para diesel em microrganismos

Locais poluidos com 6leo diesel sdo dificeis de remediar porque tém caracteristicas menos
volateis e menos biodegradaveis em comparagdo com a gasolina, por exemplo (Wang et al., 2016).
A tendéncia de biodegradacdo dos compostos diesel segue uma ordem decrescente: n-alcanos >
alcanos ramificados > monoaromdticos > cicloalcanos > poliaromaticos. Os n-alcanos sao
considerados instaveis, menos toxicos e facilmente usados pelas bactérias como fonte de carbono.

Sao identificados como mais suscetiveis e vulneraveis ao ataque de bactérias do que outras formas
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de hidrocarbonetos (Imron et al., 2020). Para a biorremediag¢ao de xenobidticos organicos do local
poluido, os micrébios adotam varios mecanismos, incluindo oxidagdo, reducdo, clivagem
hidrolitica, desalogenacao etc. (Pant ef al., 2021).

A degradagao de hidrocarbonetos por microrganismos ocorre como resultado da catélise
por enzimas intracelulares que envolve quatro etapas importantes. A primeira etapa crucial do
processo comeg¢a com 0s microrganismos absorvendo poluentes e secretando surfactantes para
facilitar a emulsificacdo. Em uma segunda etapa, os poluentes emulsificados sdo adsorvidos na
superficie da membrana celular. Em uma terceira etapa, eles entrardo diretamente na membrana
celular por endocitose na forma de transporte ativo ou passivo e sofrerdo uma rea¢do enzimatica
(quarta etapa) com as respectivas enzimas como catalisadores para completar o processo geral
(Khalid et al., 2021).

Os microrganismos utilizam os hidrocarbonetos por meio de trés tipos principais de vias
metabolicas, como fototrdfica (anoxigénica), quimiotréfica (aerdbia) e quimiotréfica (anaerdbica).
Vias como a oxidagdo terminal, oxidac¢ao sub-terminal, w-oxidagdo e f-oxidagdo estdo envolvidas
na degradacdo de uma diversidade de compostos de hidrocarbonetos. Os alcanos geralmente
sofrem oxidagdo terminal ou subterminal mediada por diversos sistemas de alcano hidroxilase,
incluindo metano monooxigenases (genes mmQO, pmoA), alcano hidroxilases (ou alcano
monooxigenases, alkB) e citocromo P450 - tipo alcano hidroxilases (genes CYP153). Os produtos
de oxidacdo sdo posteriormente oxidados por alcool e aldeido desidrogenases, enquanto os acidos
graxos resultantes entram no ciclo do acido tricarboxilico (Al-Hawash et al., 2018; Logeshwaran
et al.,, 2018; Imron et al., 2020; Khalid et al., 2021). A biossintese da biomassa celular ocorre a
partir dos metabdlitos dos precursores centrais, como o acetil-CoA, o piruvato e o succinato (Al-
Hawash et al., 2018). Uma degradacdo completa de compostos de hidrocarbonetos produz ATP
usado para metabolismo bacteriano e, finalmente, produz CO> e H>O como subprodutos das
reacdes do metabolismo aerobio (Imron et al., 2020; Ajona e Vasanthi ef al., 2021).

Os sistemas enzimaticos microbianos desempenham um papel vital nas vias de degradacao
de hidrocarbonetos alifaticos. As monooxigenases presentes nos microrganismos catalisam a
oxidac¢do inicial dos n-alcanos em dalcoois. Uma monooxigenase ligada & membrana, uma
rubredoxina e um complexo rubredoxina redutase medeiam troca de elétrons através de NADH na
conversdao do alcano em 4alcool (Logeshwaran et al, 2018; Imron et al., 2020). Hidroxilases

codificadoras do gene a/kB foram relatadas como amplamente distribuidas em géneros bacterianos
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pertencentes a Burkholderia, Acinetobacter, Pseudomonas, Alcanivorax, Oleiphilus,
Mycobacterium, Rhodococcus, Nocardia e Prauserella (Logeshwaran et al., 2018).

As vias de degradacdo anaerdbia em ambientes terrestres t€ém recebido menos aten¢do. Na
oxida¢do anaerobica de alcanos, o sulfato ou nitrato atua como um aceptor de elétrons (Khalid et
al., 2021). Algumas espécies microbianas anaerobias também podem degradar os hidrocarbonetos
em certas circunstancias. Por exemplo, uma cepa de resistente ao benzeno, Flavobacterium sp.,
isolada de profundidades de 1945 m degradou até 90% dos n-alcanos proveniente de uma amostra
de querosene (Ajona e Vasanthi et al., 2021). Contudo, a degradagdo rapida e total da maioria dos
contaminantes organicos ocorre em condigdes aerdbias, que ¢ principalmente influenciada pela
natureza e quantidade dos contaminantes presentes (Al-Hawash et al., 2018; Khalid et al., 2021).

Os hidrocarbonetos aromaticos sdo o segundo principal composto do diesel. A degradacao
desses compostos ocorre por meio de vias mais complexas em comparagdo com alcanos. O
processo de degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos ¢ mais complexo do que os
hidrocarbonetos alifaticos devido as numerosas enzimas envolvidas (Imron et al., 2020). As
enzimas microbianas, como a oxigenase, a desidrogenase e enzimas ligninoliticas sdo relatadas
como capazes de degradar compostos aromaticos. Inicialmente, os PAHs sofrem ataque no anel
aromatico pelas dioxigenases. O metabolismo aerdbio e anaerdbico de compostos aromaticos foi
relatado. No entanto, a biodegradacao anaerdbia ¢ considerada mais lenta do que a aerdbia, com
menos mecanismos bioquimicos elucidados (Logeshwaran et al., 2018).

A maioria dos compostos aromaticos ¢ formado pela unido de vérios anéis benzénicos. A
primeira etapa da degradagdo aerobica do benzeno envolve a unido de dois 4&tomos de oxigénio
com um anel de benzeno pela enzima dioxigenase. Isso requer a presenca de oxigénio molecular
para iniciar a quebra enzimatica dos anéis de hidrocarbonetos. A enzima serve para catalisar a unido
do oxigénio com a molécula do substrato, resultando na hidroxilagcdo do benzeno e produzindo um
composto menos estavel, o cis-benzeno di-hidro-diol. Este composto serd desidrogenado pela
enzima cis-diol desidrogenase para produzir catecol. O proximo passo ¢ quebrar o anel do catecol
pela adi¢do de moléculas de oxigénio pela enzima dioxigenase intra-diol (ortoclivagem) ou extra-
diol (metaclivagem). A dioxigenase intra-diol (catecol 1,2 -dioxigenase) converte o catecol em
acido cis, cis-muconico, enquanto a enzima extra-diol dioxigenase (catecol 2,3-dioxigenase)

converte o catecol em semialdeido 2-hidroximucénico. Como o produto dessa reacdo ¢ um
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hidrocarboneto linear, os acidos carboxilicos ou aldeidos produzidos por essa via passardo por um
processo semelhante ao do hidrocarboneto alifatico (Imron ef al., 2020).

Na degradag@o anaerdbica os compostos aromaticos sao inicialmente oxidados em fenois /
acidos organicos e transformados em acidos graxos (volateis, de cadeia longa) que posteriormente
sdo metabolizados em metano e diéxido de carbono (Logeshwaran et al., 2018). Compostos
aromaticos estruturalmente diversos sdo processados por bactérias por meio de vias de degradagao
periférica para formar benzoil coenzima A (benzoil-CoA), que ndo necessita de oxigénio para
sofrer a quebra o anel aromatico (Hirakawa et al., 2015). O benzoil-CoA ¢ um intermediario central

no catabolismo anaerdbico da maioria dos compostos aromaticos (Leuthner e Heider, 2000).

2.4. PROTEOMICA E BIORREMEDIACAO

Estima-se que um grama de solo contenha até¢ 18.000 genomas de procariotos, o que
representa uma grande quantidade de informagao a ser decifrada (Daniel, 2005). Porém, o estudo
desses procariotos ndo ¢ simples. Isso por que cerca de 95 a 99% dos microrganismos presentes no
ambiente ndo sdo cultivaveis (Cowan et al., 2005). Sem contar que a maioria das espécies
microbianas vivem em comunidades complexas nas quais elas tém que competir ou cooperar umas
com as outras, e entender o funcionamento dessas comunidades microbianas ¢ importante (Heyer
etal., 2017).

A metaprotedmica tem sido empregada no estudo dessas comunidades. Estudos
metaprotedmicos tém sido usados para caracterizar a composicdo taxondémica e funcional de
comunidades microbianas complexas em seu ambiente especifico (Heyer et al, 2017). A
metaprotedmica envolve a caracterizagdo em grande escala de complexos enzimaticos inteiros, a
partir de um conjunto de microrganismos coletados do ambiente natural em um determinado
momento. As proteinas produzidas por essa microbiota podem ser caracterizadas por técnicas
bastante difundidas em protedmica, como por exemplo, eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas (Wilmes e Bond, 2004 e Simon e Daniel, 2011). Essa abordagem pode
ser usada para explorar de forma mais ampla o que o ambiente tem a oferecer, e levar a um crescente
entendimento dos processos investigados, de forma a acessar de modo direto a potencial
metabolico/catalitico das comunidades microbianas complexas (Wilmes e Bond, 2004 e Simon e
Daniel, 2011). Além do que, a associacdo da metaproteOmica com as novas tecnologias de

sequenciamento de DNA, combinadas com o desenvolvimento de bioinformética e de bancos de
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dados publicos, tem mudado ainda mais nossa percep¢ao das comunidades microbianas (Ferrer et
al., 2009; Simon ¢ Daniel, 2009).

A metaprotedmica, por exemplo, ja foi utilizada como ferramenta para caracterizagao de
diversas comunidades complexas como: rumem de ovelha (Toyoda et al., 2009), saliva humana
(Rudney et al., 2010), amostras marinhas (Sowell et al., 2009), fezes humanas (Verberkmoes et
al., 2009), matéria organica de lagos e solos de floresta (Schulze et al., 2005), solos e 4guas
subterraneas contaminadas (Benndorf et al., 2007). A metaprotedmica pode investigar a
composi¢do proteica total em grande escala, identificar as proteinas verdadeiramente funcionais
e adquirir evidéncias imediatas para analisar as mudancgas nos processos metabolicos, e, portanto,
também ¢ amplamente utilizada em areas ambientais (An et al., 2020).

Recentemente, metaprotedmica e metabolomica, tém sido utilizadas para desdobrar
varios aspectos da microbiologia ambiental e tém se mostrado como uma promessa no campo da
biorremedia¢do (Ghosal et al., 2016). Um estudo conduzido por Bozinovski et al., (2014) teve
como objetivo verificar as relagdes funcionais e filogenéticas dentro de uma cultura que havia
sido mantida por varios anos em laboratério com m-xileno como tUnica fonte de carbono e
energia. Em outro estudo um consoércio bacteriano composto de microrganismos provenientes
de diferentes ambientes obtido apds o enriquecimento na presen¢a de uma mistura de 16 aditivos
de hidrocarbonetos, gasolina e 6leo diesel foi avaliado (Auffret et al., 2015). A metaprotedmica
também foi aplicada para entender os papéis da biodiversidade e de rearranjos genéticos e
metabolicos em solo contaminado com hidrocarbonetos poliaromaticos (Guazzaroni et al.,
2013).

Na biorremediacao a protedmica pode ser empregada em véarias abordagens, podendo ser
aplicada de modo isolado ou combinada como outras “6micas”. Por exemplo, em Burkholderia
xenovorans LB400 foi utilizada para estudar ndo apenas a degradacdo do p-cimeno e do p-
cumato, mas também os mecanismos para lidar com o estresse oxidativo. As andlises
multiomicas diferenciais sugeriram que as dioxigenases desempenhavam papéis importantes na
degradacdo desses compostos. Além disso, as analises protedmicas de LB400 cultivadas na
presenga de p-cimeno mostraram que numerosas proteinas de resposta ao estresse também foram
superexpressas, como chaperonas, hidroperdxido redutase, proteinas de resisténcia e cobre
oxidase, para reduzir o dobramento incorreto de proteinas e o estresse oxidativo, eliminando os

perdxidos (Morya et al., 2020).
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Um método metaprotedmico quantitativo, juntamente com a metagendmica, foi utilizado
para identificar as proteinas funcionais envolvidas na quebra de Direct Black G (DBQG), que ¢
um corante azo toxico. Os possiveis mecanismos moleculares co-metabolicos de degradacao de
DBG por genes candidatos e proteinas funcionais da microflora termofilica foram detectados. A
combinagdo de metagendmica e metaprotedOmica para investigar a degradacdo do corante
forneceu uma visao mais aprofundada sobre o mecanismo de degradagdo molecular de poluentes
corantes pela microflora natural (An et al., 2020).

Nao ¢ facil detectar e identificar tudo que ¢ produzido por uma comunidade complexa de
microrganismos em uma determinada condi¢do ambiental. Isso por que os organismos se
apresentam em distribuicdo desigual, niveis diferentes de expressdo de proteinas e a grande
variabilidade dos genomas presentes nessas comunidades microbianas (Schneider e Riedel,
2010). Ainda assim, a metaprotedmica apresenta-se como uma importante ferramenta para
identificacdo da diversidade genética e determinacdo da atividade microbiana relacionando sua
funcdo e impacto sobre os ecossistemas locais.

Diante de tudo que foi apresentado, e principalmente dos recentes impactos ambientais
ocasionados por derramamento de 6leo na Amazonia, fica evidente a necessidade de agdes que
visem reduzir os impactos ambientais ocasionado pela exploracdo e consumo de petréleo e seus
derivados. Estudo de comunidades microbianas com potencial para degradagao de hidrocarbonetos
tem grande relevancia nesse cenario. Informagdes relacionadas as vias cataliticas responsaveis
pelos processos de degradagdo de petrdleo e seus de derivados podem ser uteis para implementagao
de agdes para recuperagdo de uma area afetada. A utilizagdo de técnicas moleculares modernas,
como a protedmica, pode ser empregada para a elucidag@o das vias metabolicas de degradacao de
compostos xenobioticas, e consequentemente pode servir para um entendimento mais aprofundada

dos processos relacionados a biodegradacao dos hidrocarbonetos presentes no petroleo.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL
Analisar o proteoma de um consoércio bacteriano com capacidade de degradacao do diesel.
3.2. ESPECIFICOS

a) Selecionar consodrcios bacterianos com capacidade de biodegradar 6leo diesel

b) Isolar cepas bacterianas presente nos consorcios

c) Caracterizar os aspectos relacionados a biodegradacdao do dleo diesel pelos consorcios
bacterianos selecionados.

d) Avaliar a toxicidade dos consorcios bacterianos isolados

e) Analisar o proteoma do consorcio bacteriano mais promissor

f) Identificar proteinas e vias metabodlicas envolvidas nos processos de biodegradacao do

oleo diesel.
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A metodologia empregada para execucao desse trabalho foi organizada em quatro etapas

distintas de conforme apresentado na figura 01.

1. COLETA E ANALISE
MORFOLOGICA DOS
CONSORCIOS
BACTERIANOS

a) Coleta

b) Isolamento de colonias
bacterianas

¢) Coloragio de Gram e
Capsula

2. ANALISE DE
BIODEGRADACAO
DO DIESEL

a) Selecdo de consorcios
com DCPIP

b) Curva de reducio do
DCPIP

¢) Teste da atividade
emulsificante

d) Teste de

Hidrofobicidade Celular

e) Determinacio da
biodegradacgao do 6leo
diesel por gravimetria

Figura 01. Fluxograma dos experimentos.

3. TOXICIDADE DO
SOBRENADANTE DE
CULTURA

a) Toxicidade em Artemia
salina

b) Toxicidade em Lactuca
sativa

4. ANALISE
PROTEOMICA

a) Obtencao das proteinas

b) Eletroforese
unidimensional (SDS-PAGE)

¢) Preparo de amostras para
digestao triptica

d) Digestao triptica
e) Espectrometria de massas

f) Processamento de dados e
identificacdo de proteina

4.1. COLETA E ANALISE MORFOLOGICA DOS CONSORCIOS BACTERIANOS

4.1.1. Coleta

Para realizag@o desse trabalho, foram coletadas 5 amostras de 4gua contaminada com 6leo

nas proximidades do porto do Ceasa, Rio Negro, na Cidade de Manaus (figura 02) em cinco pontos

distintos. A primeira amostra (consorcio AS) foi coletada no ano de 2015, em uma érea do Rio

Negro contendo os vestigios de 6leo. As demais amostras (consorcios Al, A2, A3 e A4) foram

coletadas em 2018 em 4 pontos distintos em uma area onde ocorreu de fato um vazamento de dleo

combustivel maritimo (OCM) no Rio Negro (IPAAM, 2018), enquanto ainda se observava uma

grande quantidade de 6leo na superficie 4gua. Para cada ponto de coleta foram determinadas as

coordenadas geograficas de acordo com o Sistema de Posicionamento Global (GPS) (tabela 01).
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Figura 02. Area de coleta dos consércios bacterianos. Porto do Ceasa, Rio Negro,
Manaus-AM. Consorcios Al, A2, A3 e A4 coletados em 31 de agosto de 2018 (apos
derramamento de 6leo na regido). Consorcio A5 coletado em 15 de novembro de 2015.

Tabela 01. Pontos de coleta dos consorcios bacterianos. Al, A2, A3, A4, A5 —
Respectivos consorcios coletados.

Consorcio Coordenadas
Al S 03°0812.0 ¢ W59°5625.0
A2 S 03°08°07.0 e W 59°56°20.0
A3 S 03°08°06.0 ¢ W 59°56720.0
A4 S 03°08°04.0 e W 59°56718.0
A5 S 03°08°09.0 e W 59°56718.0.

Para cada amostra, o volume de 100 mL de dgua da superficie contaminada foi coletado em
frascos Erlenmeyer (250 mL), que foram diretamente submetidas a aclimatacdo durante 24 h a 30°
C e agitagdo constante de 150 rpm. Finalizada a fase de aclimatagdo, o volume de 1 mL da 4gua
coletada foi inoculado em meio Bushnell Haas (BH) (Bushnell e Haas, 1941) liquido, acrescido de
1 % de diesel (S10, adquirido em posto de gasolina, produzido pela Petrobras) como unica fonte
de carbono, e foi entdo incubado a 30° C (Das e Chandran, 2010), 150 rpm durante sete dias. Em
seguida, 1 mL da cultura crescida foi inoculada em novo frasco contendo 100 mL de meio BH com
1 % de diesel e incubado nas mesmas condi¢des por mais 7 dias. Esse procedimento foi repetido 5

vezes no total, para todas as amostras, visando a avaliacdo da estabilidade dos consodrcios coletados.
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Os consorcios foram entdo preservados em meio BH/Agar (0,75 %) contendo diesel (1 %) e

mantidas em temperatura ambiente.
4.1.2. Isolamento de colonias bacterianas

A partir das amostras preservadas, foi preparado um pré-indculo (5 mL) de meio BH/diesel
(1 %) e incubado a 30° C, a 150 rpm, por 48 h. Apoés esse periodo foram feitas diluigdes sucessivas
das culturas na ordem de 107!, 102, 1073, 104, 10> e 10%e as trés tltimas foram inoculadas em
placas de petri (150 mm) contendo meio LB/Agar. As placas foram incubadas a 30° C por 48 h.
Em seguida, colonias bacterianas foram selecionadas baseadas em sua morfologia. Elas foram
transferidas simultaneamente para uma nova placa contendo LB/Agar e um tubo de ensaio
contendo 5 mL de meio BH/diesel (1%). Amostras que apresentaram crescimento simultdneo em
BH/diesel (1%) e em meio LB foram selecionadas, e aquelas cujo crescimento foi observado
apenas em meio LB, foram descartadas. Cada coldonia selecionada foi entdo preservada em meio

BH/Agar (0,75 %) e diesel (1 %) e mantidas em temperatura ambiente.
4.1.3. Coloraciao de Gram e Capsula

A partir dos preservados das colonias isoladas foi preparado um pré-inoculo (5 mL) de meio
BH/diesel (1 %) e incubado a 30° C, a 150 rpm, por 48 h. Na etapa seguinte, 50 pL da cultura
bacteriana foi inoculado em placas de petri (90 mm) contendo LB/agar e incubados por 24 h a 30°
C. Colonias isoladas foram entdo fixadas por calor em laminas de vidro (76x26 mm), seguido de
coloragdo com violeta genciana por aproximadamente 15 s e logo apos, lavagem com agua
destilada. Em seguida as laminas foram cobertas com lugol por 1 min, seguido de nova lavagem
com agua destilada. As laminas foram entdo descoradas com acetona (50 % v/v), seguido por
lavagem com 4agua destilada. Para finalizar, foi feita colora¢do com fucsina por 30 s. As laminas
foram entdo lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente. A coloragdo para
visualizag¢do de cépsula consistiu em misturar sobre a ldmina de vidro (76x26 mm) uma coldonia
isolada e 2 pL de dgua destilada, seguido de adi¢ao de 2 pL de tinta Nanquim. A mistura foi entdo
espalhada com o auxilio de uma laminula e deixada para secar, e em seguida coradas com fucsina
por 2 min. As laminas foram entdo visualizadas em microscopio Optico com aumento de 1000

VEZeESs.
4.2. ANALISE DE BIODEGRADACAO DO DIESEL

4.2.1. Condicoes de cultivo bacteriano
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Pré-inoculos de cada consorcio foram preparados em tubos de ensaio contendo 5 mL de
meio BH/diesel (1% v/v) e cultivados por 24 h, a 30° C e 150 rpm. Apos esse periodo, um volume
dessas culturas bacterianas foi utilizado para inocular 100 mL meio BH/diesel (1% v/v) para atingir
uma absorbancia igual a 0,01 (A=600nm). Os frascos foram entdo incubados por 7 dias a 30° C em
agitacdo constante de 150 rpm. Apos esse periodo todo o volume era centrifugado por 30 min a
4000 rpm e entdo o pellet de células e o sobrenadante da cultura eram utilizados imediatamente

apos a coleta para realizacdo dos ensaios. Todos os cultivos foram sempre realizados em triplicata.
4.2.2. Selecao de consorcios com DCPIP

Para confirmar a capacidade dos consoércios bacterianos de utilizarem o diesel como fonte
de carbono e energia empregou-se a técnica do indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP)
(Hanson et al., 1993). Para esse experimento, foram produzidos pré-indculos em 5 mL de meio
BH/diesel (1 % v/v) para cada consorcio; estes foram cultivamos a 30° C, 150 rpm, por 48 h. Em
seguida, células foram transferidas para uma placa de microtitulagdo contendo volume final de 2
mL de meio BH/diesel (1 % v/v)/DCPIP (0,1 g.L!) em cada pogo. Para cada consorcio, foi utilizado
um volume suficiente para absorbancia inicial de 0,01 (A=600nm). Trés controles também foram
preparados: C1) BH + DCPIP; C2) BH + DCPIP + diesel; C3) BH + DCPIP + Pré-Inoculo. A placa
foi entdo incubada a 30° C por 48 h sem agitagdo. O padrdo de descoloragdo foi avaliado
visualmente comparando a descolora¢do do indicador DCPIP obtida nos pogos contendo os
consorcios e o nos pogos contendo os controles. Todos os ensaios e controles foram realizados em

triplicata.
4.2.3. Curva de reducao do DCPIP

Para determinar quais dentre os consorcios bacterianos apresentam melhores taxas de
redu¢do do indicador DCPIP, implicando consequentemente em uma melhor taxa de degradacao
dos hidrocarbonetos presentes no diesel, decidiu-se por quantificar o padrdo de descoloracio do
indicador DCPIP. Para isso seguiu-se o protocolo descrito por Montagnolli et al. (2015), com
algumas adaptacdes. Um pré-indculo para cada consorcio foi obtido nas condicdes ja descritas,
seguida de uma dilui¢do em meio BH para uma absorbancia igual a 0,8 (A=600nm). Em seguida,
em um tubo de ensaio com tampa de rosca (15x150 mm), foram adicionados meio BH, diesel (1%
v/v), 100 uL de pré-indculo e DCPIP necessario para uma concentragdo final de 0,5 g.L!. Os

controles foram preparados nas seguintes condi¢cdes: C1 — BH + DCPIP; C2 — BH + DCPIP +
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diesel; C3 — BH + DCPIP + Pré-Indculo. Os sistemas foram preparados como mostrado na tabela
02 e incubadas a 30° C, 150 rpm, por 7 dias.

Para verificar os indices de descoloragao do meio de cultura, medi¢des sucessivas foram
realizadas a cada 24 h, durante 7 dias. Um volume de 100 pL de amostra era diluido em 900 pL
de meio BH estéril, e a absorbancia do meio de cultura era medida em espectrofotdmetro em
comprimento de onda a 600 nm. Essas medicdes aconteceram a cada 24 h por 7 dias. O DCPIP
foi considerado completamente reduzido quando a concentragdo diminuiu a 0,030 g.L!. De
acordo com Montagnolli et al. (2015), valores inferiores a esta concentragdo ndo podem ser

medidos por método espectrofotométrico.

Tabela 02. Composicio dos ensaios para determinacio da curva de reducio do
DCPIP.

Grupo [I?OC;PEI:] Meio BH (gg)il:)l’g) Diesel Vl(:);:::]l ¢
Controle 01 (C1) 400 pL 7,6 mL - - 8 mL
Controle 02 (C2) 400 pL 7,52 mL - 80 uL  8mL
Controle 03 (C3) 400 pL 7,5 mL 100 uL - 8 mL
Consorcio Al 400 uL 7,42 mL 100 uL 80 uL 8 mL
Consorcio A2 400 uL 7,42 mL 100 uL 80 uL  8mL
Consorcio A3 400 uL 7,42 mL 100 pL 80 uL  8mL
Consorcio A4 400 uL 7,42 mL 100 pL 80 uL  8mL
Consorcio AS 400 uL 7,42 mL 100 pL 80 uL  8mL

Para correlacionar a concentragdo de DCPIP nao reduzido (cor azul) com a absorbancia
medida em espectrofotometro (A=600nm) foi necessario o estabelecimento de uma curva padrao,
e com isso foi possivel determinar as concentragdes de DCPIP ao longo do experimento. Para
tanto, trés concentragdes conhecidas do indicador DCPIP (0,5; 5 ¢ 25 mg.L™") diluido em meio
BH foram usadas para obtenc¢ao dos valores de absorbancia de cada uma delas. A correlagdo entre
os valores de absorbancia obtidos, a equacdo da reta e a concentragdo de DCPIP pode ser
observado no grafico 01. Os valores de absorbancia definidos na curva correspondem a média

aritmética de triplicatas de cada concentragao.
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Grafico 01: Curva padriao para determinacio das concentracoes de DCPIP.
Concentragdes de 0,5, 5 e¢ 25mg.L"! de DCPIP foram usadas. Absorbancia medida em
espectrofotometro (A=600nm).

4.2.4. Teste da atividade emulsificante

Para esse teste foram utilizados 4 mL de sobrenadante da cultura obtidos como descrito,
que foram adicionados em um tubo de vidro de rosca (15 x 150 mm). Sobre este, foram
adicionados 4 mL de solvente organico (hexano e xileno) ou diesel. A mistura foi vortexada
vigorosamente por 5 min e deixada em repouso em temperatura ambiente. As medidas da altura
da fase oleosa, aquosa e emulsificada foram medidas ap6s 24 h para obtencao dos indices de
emulsificacdo. O indice de emulsificagdo foi calculado usando a formula: E (%) = (He/Ht) x 100,
(He - altura da fase emulsificada; Ht - altura total). As analises foram realizadas em triplicata
experimental de trés réplicas biologicas. Como controle negativo e positivo foram utilizados,

respectivamente, meio de cultura BH estéril e dodecil sulfato de so6dio 0,5% (SDS).

4.2.5. Teste de Hidrofobicidade Celular

Células recuperadas como descrito foram ressuspendidas em meio BH estéril para uma
absorbancia igual a 0,50 (A=600nm) e 1,2 mL foi transferido para um tubo de ensaio (13x100
mm). Em seguida, foram adicionados 500 pL de solvente organico ou diesel sobre a suspensao e
vortexada por 2 min. Os tubos foram deixados em repouso por 1 h em temperatura ambiente para
a completa separacdo das fases e toda a fase aquosa foi recuperada com auxilio de uma pipeta
Pasteur. A absorbancia da fase aquosa recuperada foi novamente avaliada em espectrofotometro
(A=600nm). A hidrofobicidade celular foi expressa como porcentagem de aderéncia celular no
composto hidrofébico, calculada usando a férmula: BA(%) = (1 - (Abs/0,5)) x 100. (BA-aderéncia

celular; Abs - absorbancia da suspensdo apos a agitacdo; 0,5 ¢ a absorbancia inicial da suspensao).
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Os solventes organicos utilizados foram hexano e xileno. As analises foram realizadas em

triplicata experimental de trés réplicas bioldgicas.
4.2.6. Determinacido da biodegradacio do dleo diesel por gravimetria

Andlise gravimétrica foi utilizada para determinar o nivel de biodegradac¢dao do o6leo
diesel, conforme indicado por Ayed et al., 2015. Apds o processo de biodegradagdo (7 dias de
cultivo), todo o sobrenadante de cultura (100 mL) foi centrifugado para separar a biomassa como
descrito. Em seguida, o sobrenadante de cultura livre de células foi transferido para um funil de
separacdo para extracdo do dleo diesel residual (ndo degradado). A extragdo foi feita com a adigao
de 100 mL de n-hexano ao funil de separacdo seguido de agitacao por 15 s. O funil foi mantido em
repouso por 5 min, e em seguida as fases organica e aquosa foram separadas. A fracdo organica foi
deixada para evaporar em capela de exaustdo em temperatura ambiente. Controles abidticos foram
realizados nas mesmas condic¢des e o oleo diesel residual recuperado foi usado para estimar as
perdas por evaporagdo e manipulacdo. A porcentagem de 6leo diesel biodegradado foi calculada
pela formula: Biodegradagao (%) = [(PCA — PC) /PD]x100. Onde: PCA: peso do diesel recuperado
no controle abidtico; PC: peso do diesel recuperado das culturas bacterianas; PD: peso original do
diesel introduzido. Todos os ensaios, incluindo os controles abidticos foram realizados em triplicata

com trés réplicas bioldgicas.
4.3. TOXICIDADE DO SOBRENADANTE DE CULTURA

A toxicidade de hidrocarbonetos residuais ou dos subprodutos de degradacao microbiana
presentes nas amostras dos diferentes consorcios foram testados a fim de se obter a Dose Letal 50
% em 24 h (DLso — 24 h), usando A. salina (Maddela et al., 2017; Rocha e Silva et al., 2015) e
também em ensaio envolvendo a germinacdo de sementes de alface (L. sativa) (adaptado de
Montagnolli et al., 2015). O cultivo dos consdrcios bacterianos para obtencdo dos sobrenadantes

de cultura foi feito nas condigdes e periodo ja descritos (7 dias, 30° C, 150 rpm).
4.3.1. Toxicidade em Artemia salina

Os sobrenadantes das culturas bacterianas separados por centrifuga¢ao (30 min, 400 rpm,
4° C) foram ainda filtrados em papel Whatman N° 1. Logo ap0s, as amostras foram preparadas em

10 diluigdes seriais (1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16: 1:32; 1:64; 1:128; 1:256; 1:512) em solucao salina
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estéril (2 % NaCl, pH 8,5). Aliquotas (2 mL) de cada diluigdo foram adicionados nos pogos de uma
placa de poliestireno estéril (placa para cultura de células — 24 Pocos, Kasvi), e 10 nauplios de 4.
salina foram adicionados aos pogos em seguida. As placas foram entdo incubadas a 30° C por 24
h. Finalmente, nduplios mortos foram contados e foi utilizado para determinar as concentragdes
DLso — 24 h para os sobrenadantes das culturas bacterianas. Solugao salina estéril (2 % NaCl, pH
8,5) foi utilizada como controle negativo. Cada experimento foi realizado em triplicata e trés
réplicas bioldgicas. A toxicidade do meio BH sem diesel (CBH) e com diesel (CD) também foram
testadas, e, para tanto, controles abidticos foram preparados nas mesmas condi¢des de cultivo dos

demais ensaios.
4.3.2. Toxicidade em Lactuca sativa

O ensaio foi realizado em placas de petri esterilizadas (90 mm) contendo papel filtro
Whatman N° 1. Foram adicionados 4,0 mL de sobrenadante de cultura para embeber o papel filtro.
As sementes foram entdo adicionadas as placas de Petri sobre o papel embebido. Um total de 10
sementes de alface foram colocadas em cada placa, sendo os experimentos realizados em triplicatas
para cada amostra testada. O controle negativo de toxicidade, usando adgua destilada, foi realizado
nas mesmas condi¢des. Apos 7 dias de incubagdo no escuro, a 27° C, a germinagdo das sementes
foi avaliada e o indice de germinagao calculado utilizando a formula: indice de Germinagao (%) =
(Numero de sementes germinadas no extrato / Numero de sementes germinadas no controle) x 100
(Rocha e Silva et al., 2014). As sementes foram compradas todas do mesmo lote/fornecedor. A

toxicidade do meio BH com diesel também foi testada (meio BH estéril + diesel [1 % v/v]).
4.4. ANALISE PROTEOMICA

Todos os ensaios anteriores serviram como parametros para selecdo do consércio mais
promissor para biorremediacdo, de modo que as etapas seguintes de identificagdo de proteinas de

amostras intra e extracelular foram realizadas apenas para esse Unico consorcio selecionado.
4.4.1. Obtencdo das proteinas intracelulares

A partir de um pré-indculo, trés cultivos do consorcio foram feitos em 100 mL de meio
minimo BH com diesel 1% como fonte de carbono e as células coletadas por centrifugagdo (4000

rpm, 30min, 4° C) ap6s 7 dias de cultivo. O pellet das células foi lavado com 3 mL de tampao Tris-
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HCI (50 mM; pH 7,5) e centrifugado novamente (4000 rpm, a 4° C, por 15 min). Em seguida, 1
mL de tampao de lise (7M uréia, 2M tiouréia e 4 % CHAPS, 50 mM DTT) acrescido de 1 % de
solugdo tampao de anf6litos (IPG, pH 3-11) e I mM inibidor de serino e cisteino-proteases (PMSF
— fluoreto de fenilmetilsulfonila), foram adicionados ao sedimento. As células foram lisadas em
banho de gelo utilizando disruptor ultrassonico (Fisher 100 Sonic Dismembrator) com trés pulsos
de 30 s na poténcia 1. As amostras foram incubadas no gelo por 1 h e centrifugadas (30 min, a
12000 rpm, a 4° C) em seguida. O sobrenadante foi distribuido em volumes de 100 pL em
microtubos de 1,5 mL e adicionados 5V de solug¢do gelada de cloroférmio/metanol (1:4). Em
seguida, os tubos foram agitados em vértice por 30 s, centrifugados (15 min, a 12000 rpm, a 4° C)
e o sobrenadante descartado. O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de metanol e centrifugado
(15 min, a 12000 rpm, a 4° C) e o sobrenadante descartado novamente. Esse procedimento de
lavagem com metanol foi repetido mais duas vezes. O sedimento foi seco a temperatura ambiente
e estocado a -20° C. O extrato seco foi solubilizado em 300 uL de ureia (3M) e quantificado

utilizado o kit BCA (Protein Assay Reagent, Pierce) seguindo-se as recomendacdes do fabricante.
4.4.2. Obtencdo de proteinas extracelulares

A combinagdo da precipitacdo acida e a técnica de extracdo por solvente foi empregada
para extrair proteinas dos respectivos sobrenadantes de cultura de cada consorcio bacteriano livres
de células (Sharma et al., 2018). As extragdes foram feitas em triplicata para o consdrcio cultivado
como descrito no item 4.2.1. As células bacterianas foram removidas do meio contendo por
centrifugacdo (10.000 rpm, 30 min a 4° C). O sobrenadante foi submetido a precipitagdo acida por
adicdo de 6N HCI até atingir um pH final de 2,0 e depois incubados a 4° C durante a noite. Os
precipitados recolhidos por centrifugacao (10.000 rpm durante 30 min a 4° C) foram dissolvidos
em metanol puro. As fragdes ndo dissolvidas foram separadas por filtragdo (membrana 0,22 pum).
Por fim, as proteinas foram recuperados por evaporacdo dos extratos metandlicos sob vécuo,
utilizando evaporador rotativo. O extrato seco foi solubilizado em 300 pL de ureia (3M) e
quantificado utilizado o kit BCA (Protein Assay Reagent, Pierce) seguindo-se as recomendagodes
do fabricante.

4.4.3. Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

Um tubo com pellet de proteinas (intracelular e extracelular) foi solubilizado em 100 pL.

de tampao desnaturante (Tris-HCl 0,2 M pH 6,8; 4 % (v/v) SDS; 4 % (v/v) B-mercaptoetanol; 20
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% (v/v) glicerol; 0,1 % (p/v) azul de bromofenol) e colocados por 5 min a 100° C em banho maria.
Apos este procedimento, 15 pg de proteinas totais foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (12 %), utilizando tampao Tris-Glicina 1x (pH 8,3; Tris 0,025 M; Glicina 0,192 M,
SDS 0,1 %), sob uma tensao de 200V e corrente constante de 50 mA por gel no sistema Mini-
PROTEAN Electrophoresis System — (Bio-Rad). Foram analisadas proteinas intra e extracelular em
triplicata. O tempo de eletroforese foi de aproximadamente 10 min, apenas para eliminagdo de
possiveis contaminantes que poderiam interferir na espectrometria de massas. Em seguida as
proteinas foram coradas overnight com azul de Comassie R-350, e descoradas em seguida com

solugdo descorante (etanol 25 % e 4cido acético 8 %) e dgua deionizada.
4.4.4. Preparo de amostras para digestio triptica

A porgao do gel contendo o pool de proteinas totais foi recortada manualmente do gel e
colocadas em microtubos eppendorf (1,5 mL). Proteinas intracelulares e extracelulares foram
mantidas separadas para analises, assim como as triplicatas de cada amostra. Aos tubos contendo
as bandas dos géis foram adicionados 500 pL de solucdo descorante (50 % (v/v) de metanol; 2,5
% (v/v) de é4cido acético) e incubados por 2 h a temperatura ambiente. Este procedimento foi
repetido até a completa descoloracio dos géis.

Apos a descoloracdo, as bandas recortadas do gel foram entdo submetidas a duas etapas de
desidratagcdo com 200 puL de acetonitrila por 5 min cada. Apds evaporagdo da acetonitrila (3 a 5
min), os géis foram reduzidos com 30 pL de solugdo de DTT (Ditiotreitol 10 mM; bicarbonato de
amonio 100 mM) por 30 min. A solugdo de DTT foi entdo descartada e as amostras alquiladas com
30 uL de solugdo TAA (Iodoacetamida 50 mM; bicarbonato de aménio 100 mM) por 30 min em
camara escura a temperatura ambiente. Apos a remog¢ao da solu¢do de IAA as amostras foram
lavadas com 100 puL de bicarbonato de amoénio (100 mM) e incubadas por 10 min. Apds o descarte
o gel foi desidratado com 200 pL de acetonitrila durante 5 min e entdo reidratado com 200 puL de
bicarbonato de aménio (100 mM) por 10 min. Duas desidratacdes com acetonitrila aconteceram

novamente, seguido de evaporagdo da acetonitrila residual em temperatura ambiente.
4.4.5. Digestao triptica

Para a digestdo proteolitica in gel, as bandas dos géis foram reidratadas em 50 pL de solugado

de tripsina (Promega) [tripsina (20 ng/uL); bicarbonato de aménio (50 mM)] durante 30 min em
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banho de gelo. O excesso da solucdo de tripsina foi descartado seguido de adicdo de 20 pL de
bicarbonato de amonio (50 mM). As amostras foram incubadas a 37° C por 16 h. A extracdo dos
peptideos foi realizada adicionando-se 20 pL de solu¢do de extragdo I (acido férmico 5 %) mantido
por 5 min a temperatura ambiente. Todo o volume foi recuperado para um novo tubo e ao gel foram
adicionados 15 puL de solugdo de extragdo II (acido formico 5 %; acetonitrila 50 %) sendo incubado
por 10 min a temperatura ambiente. Novamente houve a recuperagao de todo o volume e o ultimo
passo repetido mais uma vez. As amostras foram entdo liofilizadas e armazenadas a -20° C até sua

aplicacdo no espectrometro de massas.
4.4.6. Espectrometria de massas

Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados pela Proteomics platform
of the CHU de Quebec Research Center, em Quebec no Canada. As amostras foram analisadas por
nano LC/MS/MS usando um sistema de cromatografia Dionex UltiMate 3000 nanoRSLC (Thermo
Fisher Scientific) conectado a um espectrometro de massas Orbitrap Fusion (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, EUA). Os peptideos foram presos a 20 uL./min em solvente de carga (2
% de acetonitrila, 0,05 % de TFA) em uma pré-coluna de cartucho de pepmap C18 de 5 mm x 300
um (Thermo Fisher Scientific / Dionex Softron GmbH, Germering, Alemanha) durante 5 min. Em
seguida, a pré-coluna foi ligada com uma coluna de separagdo Pepmap Acclaim (ThermoFisher,
50 cm x 75 um de didmetro interno) e os peptideos foram eluidos com um gradiente linear de 5-40
% de solvente B (80 % de acetonitrila, 0,1 % de acido formico) em 200 min, a 300 nL/min. Os
espectros de massas foram adquiridos usando um modo de aquisi¢ao dependente de dados com o

software Thermo XCalibur (versdo 4.3.73.11).
4.4.7. Buscas em bancos de dados de proteina

Os arquivos MGF da lista de picos foram criados utilizando o sofiware Proteome
Discoverer 2.3 (Thermo). Esses arquivos foram entdo analisados usando o Mascot (Matrix Science,
London, UK; versdao 2.5.1). O Mascot foi configurado para pesquisar um banco de dados de
contaminantes e um banco de dados de proteinas, e assumindo a tripsina como enzima de digestao
proteolitica. A tolerancia de massa de ion de fragmento foi de 0,60 Da e a tolerancia de ion parental

foi de 10 ppm. Como modificagdo fixa foi especificado a carbamidometilagdo da cisteina e, a
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desamidacdo de asparagina e glutamina e oxida¢do de metionina foram especificadas no Mascot
como modificacdes variaveis. E ainda foi definido que duas clivagens perdidas seriam permitidas.

Tanto as proteinas intracelulares do consércio A3 (A3In) quanto as extracelulares do
consorcio A3 (A3Ex) foram submetidas as andlises para identificagdo de proteinas do consorcio
A3. Como nao havia defini¢do prévia de quais eram as espécies que compunham o consércio A3,
a busca inicial se deu no banco de dados Uniprot (Bacteria, com 334.584 proteinas anotadas), para
obtencdo de proteinas ribossomais. Foram identificadas 143 proteinas ribossomais. Para
verificagdo de quais seriam as trés espécies com maior prevaléncia de proteinas ribossomais foram
realizadas duas andlises. Na primeira andlise considerou-se a distribuicdo dessas proteinas
ribossomais por género, ou seja, todas as proteinas de cada género foram contabilizadas e
considerou-se essa quantidade como sendo o 100% de proteinas para o género. Em seguida foi
avaliada a distribui¢do dessas proteinas entre as espécies de cada género. As trés espécies com
maior prevaléncia de proteinas ribossomais identificadas foram: 4. baumannii, B. cenocepacia e
C. taiwanensis.

Com a definicdo das espécies, os dados brutos do sequenciamento de proteinas de A3In e
A3Ex foram utilizados novamente para novas buscas em banco de dados, agora nos bancos de cada
espécie. As buscas foram realizadas nos bancos “A. baumannii” (3.263 entradas), “B. cenocepacia”

(6.040 entradas) e “C. taiwanensis” (6.614 entradas) todos do Uniprot.
4.4.8. Critérios para identificacio de proteinas

O software Scaffold (versdao 4.8.4, Proteome Software Inc., Portland, OR) foi usado para
validar as identificagdes de peptideos e proteinas baseadas em MS/MS. Uma taxa de descoberta
falsa (FDR — False Discovery Rate) de 1 % foi utilizada para peptideo e proteina. As proteinas que
continham peptideos semelhantes e ndo podiam ser diferenciadas sozinhas com base na analise de

MS/MS foram agrupadas para satisfazer os principios de parcimonia.
4.4.9. Construciao dos mapas metabdlicos

Reunimos todas as informagdes relacionadas as proteinas encontradas para as espécies do
consorcio A3 e montamos 05 mapas metabdlicos no KEGG. Foram utilizadas 510 proteinas de A.
baumannii para determinacdo do mapa de vias metabdlicas (codigo no KEEG: abc01100) para essa

espécie. O mesmo procedimento foi adotado para a determinacdo de mapa semelhante (c6digo no
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KEEG: bmj01100) para B. cenocepacia com suas 496 proteinas encontradas, € do mapa (codigo
no KEEG: cti01100) de C. taiwanensis com 290 proteinas.

Além desses trés mapas, dois mapas de sinergismo entre as espécies foram gerados. Para o
primeiro, restringimos a abrangéncia das vias metabolicas para englobar apenas o “metabolismo
microbiano em diversos ambientes” (codigo no KEEG: map01120). Um mapa mais abrangente das
vias metabolicas combinadas dos trés microrganismos (cdédigo no KEEG: map01100), que
chamamos de mapa metabolico do consoércio A3, foi determinado pela combinagdo de 8§90
proteinas identificadas. Para obtencao desses dois ultimos mapas tivemos que reunir informacao
sobre a homologia de todas as proteinas encontradas e analisa-las individualmente para obtencgao
de um codigo tinico em que o KEGG agrupa proteinas ortdlogas, pois o sistema de entrada de dados
para geragdo de mapas metabdlicos em que inclui mais de uma espécie ¢ baseado nesse tipo de
codigo (KOxxx). De posse dessas informagdes, conseguimos gerar os mapas metabolicos de

sinergismo do consorcio A3.
4.4.10. Analise da abundéncia de proteinas associadas a biorremediacio

Os peptideos identificados para cada uma das proteinas envolvidas na degradacdo de
xenobiodticos foram usados para determinacdo de um mapa da abundancia de proteinas presentes
nas amostras intracelular e extracelular quando analisadas por espécies. Utilizou-se o método de
contagem espectral total (spectral count), contando o nimero total de espectros analisados
associados a uma Unica proteina (Luyten et al., 2020). Foi considerado a somatéria de todos os
spectral count presentes nas trés amostras como sendo a abundancia de determinada proteina no
consorcio. Em principio, o nimero de espectros in tandem correspondentes a peptideos
relacionados a uma determinada proteina estd positivamente associado a abundancia de uma
proteina (Liu et al., 2004). Em técnicas de contagem espectral, espectros brutos ou normalizados
sdo usados como substitutos para a abundéancia de proteinas. Os métodos de contagem espectral
tém sido moderadamente bem-sucedidos na quantificagdo da abundancia de proteinas e na
identificagdo de proteinas significativas em varios ambientes (Dicker ez al., 2010). Os nossos dados
foram normalizados empregando-se o logaritmo de base 10 nas médias de spectral count - [Log
(uSC)] - observados paras cada proteina associada aos xenobioticos. Nos casos na qual a contagem
espectral foi zero atribuiu-se valor 1, para resolver a indefinicao log (0) (Dicker et al., 2010). A

constru¢do do hitmap foi feita no software Microsoft Excel (versao 16.16.27).
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4.5. ANALISE ESTATISTICA

O software Minitab Express ™ (versdo 1.5.2) foi utilizado para andlises estatisticas nos
experimentos relacionados com a biorremediacdo. Andlise de variancia (ANOVA) foi realizada
para verificar diferencas significativas entre os tratamentos. Comparagdes por pares foram feitas
usando o método de Tukey com 95 % de confianca, e o teste para significancia entre as médias foi

inferido em P <0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ANALISE MORFOLOGICA DOS CONSORCIOS BACTERIANOS

A partir dos cinco consorcios coletados, foram isoladas coldnias bacterianas com aspectos
morfologicos distintos, sugerindo a ocorréncia de diferentes espécies. Ao todo foram isoladas
dezoito coldnias bacterianas, sendo: trés do consorcio Al, quatro do consércio A2, trés do

consorcio A3, duas do consorcio A4 ¢ seis do consorcio A5 (tabela 03).

Tabela 03. Caracteristicas morfolégicas de colonias isoladas dos consdrcios bacterianos

Ord. Consorcio Amostra Gram Forma Arranjo Capsula
1 Al2 - Bacilo Individual Sim
2 Al Al3 - Bacilo Individual Sim
3 Al6 - Bacilo Individual Sim
4 A21 - Bacilo Individual Sim
5 A25 + Coco Diplococo Sim
6 A2 A27 - Bacilo Individual Sim
7 A211 - Bacilo Individual Sim
8 A313 - Coco Estreptococo Sim
9 A3 A314 - Bacilo Individual Sim

10 A316 - Bacilo Individual Sim
11 A418 - Bacilo Individual Sim
12 Ad A419 - Cocobacilo  Diplococo Sim
13 A509 + Bacilo Individual Sim
14 A510 - Bacilo Individual Sim
15 AS538 - Bacilo Individual Sim
16 AS AS20 + Bacilo  Individual  Sim
17 A522 - Bacilo Individual Sim
18 A549 + Coco Diplococo Sim

Aspectos importantes quanto a forma da célula, o arranjo estrutural, presenca ou auséncia
de capsula e a coloragdo em Gram estdo indicados na tabela 03. Em sua grande maioria, as amostras
se apresentam na forma de bacilo (14 cepas). As outras quatro amostras eram coco (3 cepas) €
cocobacilo (1 cepa) (A25, A313, A549 e A419 respectivamente). Quanto a coloragdo, a grande

maioria foi classificada como Gram negativa, sendo apenas 04 amostras identificadas como Gram
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positivas. Em relagdo a formacao de arranjos bacterianos, foi observado que as amostra A25, A419
e A549 se apresentam na forma de diplococos, enquanto a amostra A313 como estreptococo. As
demais amostras ndo formam arranjos, ou seja, foram visualizadas de forma individual. Todas as
amostras foram identificadas positivamente quanto a presenca de capsula.

A presenca de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos em todos os locais de coleta
indica que os ecossistemas aquaticos escolhidos contém populagdes bacterianas que podem
metabolizar componentes do petréleo ou compostos relacionados. No caso das nossas amostras,
coletadas em ambiente poluido com derivados de petroleo, isso acaba se tornando uma vantagem
em relagdo as espécies que nunca foram expostas a hidrocarbonetos. As chances de se isolar um
microrganismo com potencial para biorremediacdo ¢ bem maior nesse caso. A presenca de
bactérias em locais onde houve um derramamento de 6leo ¢ um indicador importante para avaliar
o potencial de degradacdo por bactérias em areas contaminadas com 6leo bem como avaliar o nivel
de poluigao por 6leo ocorrido (Varjani et al., 2013).

A contagem de bactérias presentes em amostras coletadas varia bastante. Por exemplo,
Marchand et al. (2017) trabalhou com 781 cepas bacterianas e 279 cepas fungicas que foram
isoladas de solos usando meios padrdo e seletivos. Desses isolados, 95 cepas bacterianas e 160
fungicas foram selecionadas por uma triagem de verifica¢do da capacidade desses microrganismos
degradarem hidrocarbonetos. Ja Souza et al. (2016) coletou amostras de dgua em trés locais no
porto as margens do lago Guaiba (Porto Alegre, RS, Brasil), tendo conseguido isolar apenas uma
espécie bacteriana com capacidade de degradar hidrocarbonetos. A natureza do material coletado
pode apresentar uma explicagdo para essas diferencas em relagdo a quantidade de espécies isoladas.
De acordo com Youssef et al. (2010) a contagem bacteriana em sedimento ¢ maior do que a
contagem na agua nos mesmos locais de coleta, e a explica¢do para tanto ¢ devido ao acumulo de
bactérias que tendem a se prender a superficie do sedimento. Os consércios bacterianos isolados
em aguas poluidas por 6leo combustivel do Rio Negro, poderdo contribuir para a proposicao de

alternativas para recuperagao areas impactadas.
5.2. ANALISE DE BIODEGRADACAO DO DIESEL

5.2.1. Selecao de consorcios e curva de reducao de DCPIP

O resultado de sele¢do dos consoércios utilizando DCPIP pode ser observado na figura 03,

em que estd representado também a curva de reducdo do indicador redox utilizado. Todos os
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consorcios bacterianos testados apresentaram um padrdo de descoloragdo do meio de cultura
(figura 03B), embora em intensidades diferentes. Comparando visualmente os resultados € possivel
notar que o consorcio A3 apresenta um padrdo de descoloracdo (reducao de DCPIP) mais elevado
que os demais. Nao foi verificado visualmente diferencas entre os consorcios A2 e A4, porém
existe uma leve diferenga na descoloracdo apresentada em A5 se comparada com Al. Ainda
observado a figura 03B ndo ¢ possivel fazer distingdo na descoloragdo apresentada nos controles
utilizados, bem como também nao € possivel diferenciar esses controles, apos 48h de cultivo, do

seu correspondente na placa inicial (Oh de cultivo).
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Figura 03: Seleciio de consoércios com indicador redox DCPIP. A — Ensaio em escala
piloto (Oh); B — Ensaio em escala piloto (48h). C - Curva de reducdo de DCPIP. C1 — Controle 1
(BH + DCPIP); C2 — Controle 2 (BH + DCPIP + Diesel); C3 — Controle 3 (BH + DCPIP + Pré-
Indculo). A1, A2, A3, A4, A5 — Respectivos consorcios cultivados em BH + Diesel + DCPIP.

A curva de reducdo do indicador redox DCPIP (figura 3C) mostra diferencas acentuadas
nos padrdes de descoloragdo apresentados pelos consoércios e ainda entre os consoércios € 0s
controles. Os valores mostrados indicam que os controles apresentam uma descolorag¢ao natural ao
longo do tempo de experimento. Em média 158,2 mg.L! do indicador redox foi reduzido
naturalmente nas trés condigdes de controle. Isso pode ter relagdo com a presenga de ions H*

provenientes do meio de cultura (sem microrganismos) ou do diesel, que sdo facilmente
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incorporados pelo indicador redox (Isola et al., 2013). A desintegracdo natural da estrutura quimica
DCPIP ao longo do tempo também pode justificar a redug¢do observada (Montagnolli et al., 2015).
No entanto, essa pequena instabilidade molecular foi adequada para o intervalo de tempo do
experimento.

Fazendo uma comparacdo numérica, por exemplo, a descoloracdo apresentada pelo
consorcio que foi mais eficiente (A3 — 455,7 mg.L") em reduzir o DCPIP é quase o triplo daquela
descoloragdo natural que foi observada nos controles (u=158,2mg.L!). Isso indica, portanto, a
capacidade desses microrganismos em crescer no meio de cultivo contendo diesel, e
consequentemente degradarem os hidrocarbonetos ali presentes, convertendo-os em fonte de
carbono e energia utilizavel.

Assim como foi observado no teste descrito anteriormente (figura 3B), nesse teste também
o melhor resultado dentre os consorcios avaliados foi observado para A3, sendo esse o Unico
consorcio em que a descoloracdo avangou abaixo da faixa visivel da cor azul (descoloriu
totalmente). Isso se deu a partir do 6° dia. Os demais consorcios, mesmo apresentando significativa
descolorag¢do do meio de cultura, ndo conseguiram descolorir totalmente o DCPIP no intervalo de
realizacdo do experimento. Analisando os dados da curva € possivel observar também uma leve
tendéncia de estabilizag¢do (pouca variagdo) no padrao de descoloracdao do meio de cultura de Al a
partir do 4° dia de experimento ¢ de A2, A4 e AS a partir do 5° dia. Uma maior tendéncia de
descoloragdo do meio de cultura é observada em A5 nas primeiras 24 h de experimento, o que pode
indicar uma melhor adaptagdo dos microrganismos presentes nesse consorcio para utilizarem o
diesel como fonte de carbono e energia nessas horas iniciais de experimentagao.

Na tabela 04 sdo apresentadas as diferencas estatisticas para as médias de concentracdes de
DCPIP que foi reduzida ao final dos 7 dias de experimento. A analise de variancia e teste Tukey
indicaram diferencas significativas (a=0,05) entre os tratamentos. Essas diferencas estatisticas
foram observadas entre alguns consorcios, e ainda entre consorcios e controles. O teste indicou que
A3 diferiu de todos os demais consorcios, sendo indicado estatisticamente como o melhor
consorcio capaz de reduzir DCPIP ao longo de sete dias. Nao houve diferenca significativa entre
A4 e A5, assim como Al e A2. Em relacdo aos controles empregados no teste, ndo houve diferenca
estatistica significativa observada entre eles, o que reforga a hipotese tese inicial de perda natural

de coloragdo ao longo do experimento. Estes dados corroboram os resultados obtidos para a triagem
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dos consorcios na presenca de DCPIP (figura 03B), na qual o consdrcio A3 apresentou a maior

descoloragdo do indicador colorimétrico.

Tabela 04. Concentracio média de DCPI reduzido pelos consorcios. Al, A2, A3, A4,
A5 — Respectivos consorcios cultivados em BH + diesel + DCPIP. C1 — Controle 1 (BH + DCPIP);
C2 — Controle 2 (BH + DCPIP + diesel); C3 — Controle 3 (BH + DCPIP + Pré-Inoculo). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos. Analise de variancia
e teste Tukey com significancia de 0,05.

Reducio de DCPIP
Amostra Média (mg.L!) DP
Al 323,8¢ 14,782
A2 338,4¢ 18,282
A3 455,74 +10,97
A4 373,38 17,251
A5 388,58 14,782
Cl 166,7° 16,108
C2 154,6P 12,902
C3 153,4P 16,108

Na tabela 05 sdo mostrados os resultados da selecdo com DCPIP e associados com o
ambiente onde o material foi coletado. Baseado no padrao de descoloracdo adotou-se (+++) para
descoloragdo mais intensa do meio de cultura e (+) para o menos intenso, baseado na estatistica
empregada (tabela 04). O consoércio A3, como ja mencionado, foi aquele que teve a maior
capacidade em redug¢@o do DCPIP do meio de cultura, sendo este coletado de em area onde houve
um derramamento de 6leo, seguido por A2 e A4, ambos também coletados de area onde houve
derramamento de 6leo. Os consorcios A5 e Al foram os que apresentaram os piores resultados
quando comparados aos demais, com a diferenca que A5 foi coletado de area com indicio de

contaminagdo por 6leo, onde ndo era possivel precisar com exatiddo a fonte e nem o tipo de 6leo.

O tempo necessario para a descoloragdo do DCPIP azul (oxidado) para a forma incolor
(reduzida) ¢ um dos pardmetros adotados para sele¢cdo das cepas bacterianas. Aquelas que
conseguem descolorir o DCPIP mais rapidamente, sdo escolhidas como as melhores degradadoras
de oleo (Roy et al., 2002), e, portanto, sdo aquelas aptas para continuagdo dos estudos envolvendo

a degradacdo de hidrocarbonetos.
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Tabela 05. Pontos de coleta dos consdrcios bacterianos e selecio com DCPIP. Al, A2,
A3, A4, A5 — Respectivos consorcios cultivados em BH + Diesel + DCPIP, a 30° C, sem agitagao,
por 48. Descoloragdo do DCPIP variando de mais intenso (+++) ao menos intenso (+), observado
visualmente.

Consorcio Ambiente Selecio com Ano da coleta
DCPIP
Al Derramamento de 6leo + 2018
A2 Derramamento de 6leo + 2018
A3 Derramamento de 6leo +++ 2018
A4 Derramamento de 6leo ++ 2018
A5 Indicio de contaminagao ++ 2015
com 0leo

Embora em intensidades diferente, todos os consorcios foram capazes de descolorir o meio
de cultura. Isso indica que os poluentes contidos nos locais de coleta atuaram como um mecanismo
de selegdo, favorecendo o isolamento de microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos,
corroborando com Horel e Schiewer (2014). A presenca do diesel como fonte nica de carbono
selecionou apenas aqueles microrganismos capazes de crescer na presenca do xenobidtico.

Eliminar vérios poluentes do ambiente natural ¢é necessario para melhorar o
desenvolvimento sustentdvel do ecossistema e reduzir o impacto ecoldgico. Os microrganismos
usam sua extensa atividade catabodlica para degradar ou converter esse composto em substancias
inofensivas, desempenhando um papel importante na remocao de poluentes (Balogun et al., 2015).
A remediagdo microbiana de locais contaminados por hidrocarbonetos € realizada com a ajuda de
um grupo diverso de microrganismos, particularmente as bactérias enddgenas presentes no solo
(Sebiomo et al., 2010). A primeira linha de defesa contra a polui¢do por 6leo no meio ambiente é
a populag@o microbiana (Youssef et al., 2010). Véarios estudos tém aplicado com sucesso DCPIP
para triagem de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos (Roy et al. (2002); Habib et al. (2017);
Marchand et al. (2017). Como demonstrado, os consorcios isolados de dgua do Rio Negro sdo

promissores para investigacao quanto ao potencial no uso de processos de biorremediagao.
5.2.2. Teste da atividade emulsificante

O aspecto da emulsdo formada pelo consorcio A3 pode ser visualizado na figura 04. A
emulsdo em xileno, tem um aspecto mais denso e, estd mais compactada, do que aquelas observadas

em hexano e diesel. Estas ultimas, apresentam um aspecto mais disperso ao longo da fase orgéanica
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(por¢ao superior), chegando em alguns caso a ocupar toda a fase organica, porém, sem emulsionar

totalmente todo o volume do solvente.

Figura 04: Emulsdo formada pelo consércio A3. Sobrenadante de cultura e solvente
organico (xileno e hexano) ou diesel (1:1) vortexado por 120 s, deixado em repouso por 24 h em
temperatura ambiente.

Os resultados apresentados no grafico 02 demonstram que o SDS foi capaz de emulsionar
totalmente xileno e hexano, assim como o diesel. Em relagdo ao controle negativo, como ja era
esperado, ndo foram verificados quaisquer indices de emulsificacdo nos solventes e combustivel
testados. Os indices de emulsificagdo apresentados pelos consorcios variaram de acordo com o
solvente testado, assim como também foram observadas diferencgas para o mesmo solvente tratado

com consorcios diferentes.
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Grafico 02: Indices de emulsificacio em 24 h. Al, A2, A3, A4, A5 — Consorcios
bacterianos testados. SDS (0,5 %) — Controle positivo; BH — Controle negativo. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos. Analise de variancia e teste
Tukey com significancia de 0,05.
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Foi confirmado estatisticamente (tabela 06) que o consércio A3 apresentou os melhores
resultados de emulsificacdo entre os consorcios testados, com a indicagdo de que ndo foram
detectadas diferencas significativas nas emulsdes em xileno e hexano produzidas por esse
consorcio. Mesmo a emulsdo em diesel sendo o pior resultado para A3, esta, foi estatisticamente
superior aquelas produzidas pelos demais consdrcios no mesmo solvente.

O melhor indice de emulsificacdo para A2 foi observado em diesel (16,67 % +1,110),
diferindo entre as duas outras condicdes testadas para esse consorcio. O consoércio A4 se destaca
emulsificando xileno (17,42 % £1,933), que difere estatisticamente das demais condic¢des testadas.
J4 o melhor indice de A1, foi observado no tratamento evolvendo xileno (10,82 % +0,904), que
também apresentou diferenca significativa em relacdo aos demais tratamentos daquele consoércio.
Em A5 nao foram observadas diferencas significativas entre xileno e diesel, apenas em relagdo a
condi¢do hexano. Comparével ao controle negativo, temos as emulsificagdes apresentada por Al
em diesel e AS também diesel, indicando que esses foram os piores resultados observados. Nenhum
dos tratamentos apresentou resultado estatisticamente semelhante ao controle positivo empregado
nesse ensaio.

Tabela 06: indices de emulsificacio (E24h). Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas significativas entre os tratamentos. Analise de variancia e teste Tukey com significancia
de 0,05. A1, A2, A3, A4, A5 — Consorcios bacterianos testados; SDS (0,5%) — Controle positivo;
BH — Controle negativo.

Indice de Emulsificacio (%)

Xileno Hexano Diesel
Al 10,82 BF 40,904 5,456H 140,000 0,00 0,000
A2 12,18F +2,221 12,74 41,110 16,67°  £1,110
A3 36,608 +1,132 37,588 42,129 20,79¢ 42,380
A4 17,42¢P  +1,933 13,07 +1,132 11,735F 41,069
A5 3,958 +0,045 8,50%G  +1,132 1,95%1 10,022
BH (Controle -) 0,00! 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
SDS (Controle +) 1004 0,000 1004 0,000 1004 0,000

A mensurag¢ao dos indices de emulsificagdo ¢ uma das técnicas empregadas para determinar
a capacidade dos microrganismos em produzir biossurfactantes (Morales-Guzman et al., 2017). A
literatura sugere que os biossurfactantes produzidos a partir de bactérias marinhas sdo capazes de
destruir as manchas de 6leo que flutuam na superficie da 4gua, promovendo a dispersdao do 6leo na
agua pela formagao de uma emulsdo estavel, aumentando assim a taxa de biodegradacao (Karlapudi

et al., 2018). A formacdo de emulsdes ¢ uma das propriedades mais importantes relacionadas a
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moléculas frente aos processos de biorremediacao. Os biossurfactantes desempenham seu papel na
biorremediacdo aumentando a area de superficie dos substratos. Microrganismos produtores de
biossurfactante criam seu proprio microambiente e promovem a emulsificacdo pela liberacao de
certos compostos por meio de varios mecanismos (Karlapudi ef al., 2018).

A capacidade de producdo de emulsdo, e por associagdo, producdo de biossurfactantes,
varia bastante entre as espécies de bactérias. Por exemplo, Morales-Guzman et al. (2017), avaliou
populacdes bacterianas de solos ndo contaminados ou contaminados com hidrocarbonetos de
petréleo visando estimar suas propriedades emulsificantes e degradadoras de diesel. Os valores de
E249% das cepas bacterianas mostraram variacao de 74,2 a 10%. Ainda assim, todas as cepas foram
usadas na formag¢ao de um consorcio que conseguiu degradar 97 % do diesel.

A capacidade de A3 emulsionar entre 20 e 40%, aproximadamente, os solventes organicos
testados e o diesel, bem como o seu destaque em todas as condigdes frente aos demais consorcios

que foram testados, reforca ainda mais o potencial de A3 para uso em processos de biorremediacao.

5.2.3. Teste de hidrofobicidade celular

A hidrofobicidade celular dos microrganismos formadores dos consorcios foi testada

quanto a sua capacidade de aderéncia em solventes organicos e em diesel (grafico 03).
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Grafico 03: Indices de hidrofobicidade celular. A1, A2, A3, A4, A5 — Consdrcios
bacterianos testados. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas entre os
tratamentos. Andlise de variancia e teste Tukey com significancia de 0,05.
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Os dados que estdo representados no grafico 03, indicam que os maiores indices de
hidrofobicidade celular foram verificados para o consércio A3 em todos os solventes testados,
atingindo valores proximos de 100 % nos solventes orgénicos e superior a 75 % em diesel. Os
resultados da andlise de variancia e teste 7Tukey dos indices de hidrofobicidade celular estdo
apresentados na tabela 07. A analise estatistica confirmou que os melhores resultados de
hidrofobicidade celular foram observados para o consércio A3 em todas as condigdes, com a
ressalva de que para a condig@o xileno ndo houve diferenca estatistica significativa em relacao ao
consorcio AS.

Ainda avaliando xileno como solvente, os resultados apresentados pelos consoércios Al,
A2, A4 e AS também ndo apresentaram diferenca estatistica significativa. Em hexano, o consorcio
A3 nio foi comparavel a nenhum dos outros consodrcios, assim como A1, que teve o segundo maior
valor de hidrofobicidade celular nesse solvente. Apenas os consorcios A4 e A5 ndo diferiram
estatisticamente nessa condic¢do. E finalmente, em diesel, os consorcios A2 e A4 foram os unicos
que ndo apresentaram diferengas significativas a nivel estatistico, todos os demais resultados foram
diferentes.

Tabela 07: indices de hidrofobicidade celular dos consércios. Al, A2, A3, A4, A5 —
Consorcios bacterianos testados. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas
entre os tratamentos. Analise de variancia e teste Tukey com significancia de 0,05.

Hidrofobicidade celular (%)

Xileno Hexano Diesel
Al 89,78 +1,102 57,1P +1,848 20,8¢ +1,908
A2 90,58 +2,485 29,6" 0,600 2,2 0,200
A3 98,94 0,115 98,14 10,416 76,9¢ +2,053
A4 90,48 0,200 42,7° +2,730 8,3H +4,937
A5 92,248 +1249 48,7¢ +0,808 29,7° 45,353

A hidrofobicidade da superficie celular microbiana ¢ reconhecida como um dos fatores
determinantes na adesdo microbiana a superficies de biorremediacao (Wang et al., 2007). A posse
de hidrofobicidade da superficie celular por microrganismos contribui para compatibilidade
quimica e fisica entre os organismos € os substratos hidrofobicos, resultando assim em uma
interagcdo aprimorada entre eles. Essa interagdo aumentada levaria a uma maior disponibilidade de
substrato e utilizacdo aprimorada. Assim, a ocorréncia generalizada de carater hidrofobico da

superficie celular entre membros da populagdo de microrganismos que degradam hidrocarbonetos,
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seria uma caracteristica favordvel para a atividade de biorremediacdo da poluigdo por
hidrocarbonetos em qualquer ambiente (Obuekwe et al., 2009).

A hidrofobicidade nativa das superficies de uma ampla gama de microrganismos foi
atribuida a certas proteinas e lipidios presentes na parede celular. A adi¢do de compostos ativos de
superficie provavelmente leva a mudancas fenotipicas na superficie microbiana durante o
crescimento. Assim, a hidrofobicidade de uma célula microbiana, que pode ser resumida como a
afinidade das células microbianas aos poluentes relacionados ao o6leo, pode ser alterada
dramaticamente (Kaczorek et al., 2008). Avaliando o emprego de outras técnicas de remediagao
de areas contaminadas com hidrocarbonetos, fica evidenciado a importancia das superficies
hidrofobicas para remog¢ao do dleo dessas areas (Catania et al., 2020), nesse sentido os altos indices
de hidrofobicidade celular observados em A3, por exemplo, ¢ uma caracteristica desejavel quando
se trata do emprego desses microrganismos em processos de biorremediacao.

Resultados de hidrofobicidade celular em torno dos 70%, comparaveis aos descritos neste
trabalho para a condicao diesel, foi observado por Poddar ez al. (2019), ao avaliar a adesdo ao diesel
das espécies isoladas de seu consorcio bacteriano. O isolado Pantoea sp. SHCS apresentou 72,9%
de hidrofobicidade celular, enquanto outros isolados como Enterobacter sp. SHC6, Klebsiella spp.
SHC7 e SHCI apresentaram resultados abaixo disso. Bactérias degradadoras de dleo tém sido
caracterizadas por sua afinidade com o hidrocarboneto, no qual um aumento na adesdo bacteriana
a capacidade do hidrocarboneto permite que a bactéria se separe da fase aquosa e se associe a fase
organica, interagindo assim com o hidrocarboneto (Poddar et al., 2019). Os compostos super-
hidrofébicos geralmente mostram um grau de afinidade em uma faixa de 80-97 %, enquanto os
compostos super-hidrofilicos mostram o mesmo em uma faixa de 1-20 % (Rizzo et al., 2018; Zhou
et al., 2018).

Com isso ¢ possivel sugerir que as cepas bacterianas presentes no consércio A3 possuem
um grau alto de afinidade com hidrocarbonetos, uma vez que o indice geral de hidrofobicidade para

o consorcio foi de quase 77% em diesel.

5.2.4. Biodegradacio do dleo diesel pelos consdrcios

A biodegradacdo do 6leo diesel pelos consorcios bacterianos testados foi avaliada por
gravimetria. Os resultados estdo apresentados no grafico 04, no qual ¢ possivel observar que o

consorcio A3 foi o que mais degradou os hidrocarbonetos do 6leo diesel. Apos 7 dias de cultivo,
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ficou evidenciado que o consdrcio A3 conseguiu consumir/biodegradar 73,7 % (£2,767) dos
hidrocarbonetos de diesel, enquanto o consércio A4 consumiu 66,6 % (£3,729). As analises
indicam que o percentual de 6leo degradado pelo consorcio A3 ndo difere estatisticamente do valor
obtido para A4, mas difere de todo o resto. Também ndo foram encontradas diferencgas estatisticas

significativas para a degradacdo observada para os consorcios A4 e A5 (tabela 08).
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Grafico 04: Taxas de biodegradacao do dleo diesel pelos consdrcios. A1, A2, A3, A4,
AS5 — Consorcios bacterianos testados. Cultivo a 30° C, 150rpm, por 7 dias. Letras diferentes

indicam diferencgas estatisticas significativas entre os tratamentos. Andlise de variancia e teste
Tukey com significancia de 0,05.

Os consorcios Al e A5 foram responsaveis pela degradacdao de aproximadamente 56 % do
diesel, e A2, que apresentou a menor porcentagem de degradagdo do 6leo, teve uma taxa de
biodegradacao de 53,7 % (%1,728). Contudo, o teste estatistico indicou nao haver diferenca
significativa entre os trés consorcios. Por outro lado, no controle abiotico, foi detectado
aproximadamente 19 % de perda do 6leo diesel. Essas perdas podem ser em fun¢do da evaporacao
durante o experimento ou mesmo relacionadas as etapas de manipulacdo. A féormula utilizada para
o calculo das porcentagens de biodegradagdo do 6leo diesel pelos consdrcios leva em consideragao
a perda atribuida ao controle abidtico, de modo que as taxas apresentadas no grafico refletem

exatamente as porcentagens de degradacdo de cada consoércio testado.
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Tabela 08. Biodegradacio do o6leo diesel pelos consorcios. C — Controle abiotico; Al,
A2, A3, A4, A5 — Consorcios bacterianos testados. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
significativas entre os tratamentos. Analise de variancia e teste Tukey com significancia de 0,05.

Consércio Degradagao (%)

C 19,8°  £2,553
Al 56,3 43,681
A2 53,9¢ +1,728
A3 73,7 £2,767
A4 66,08 43,729
A5 57,4%C 13,994

Resultados comparaveis aos descritos neste trabalho foram encontrados por Garcia-Cruz et
al. (2019) ao avaliar um consércio microbiano, dominado por membros dos géneros Marinobacter
e Alcanivorax, isolado de sedimentos marinhos do sul do Golfo do México. Seu crescimento,
porém, foi avaliado em biorreator de coluna de bolha usando 13 g.L'! de diesel como tnica fonte
de carbono. O crescimento microbiano foi detectavel até o 8° dia de cultivo, sendo que no dia 6°
de operagdo, 74,61% do diesel ja havia sido consumido. O estudo indicou ainda que o consoércio
microbiano era composto por mais de 20 filos, sem precisar exatamente quantas espécies havia ali
presentes.

Tiralerdpanich et al. (2018), investigou as taxas de biodegrada¢do de diesel, hexadecano e
fenantreno, em sedimentos de manguezais contaminados. Os resultados apresentados para a
degradacdo do diesel foram relativamente proximos aos descritos aqui, sendo que a eficiéncia desse
consorcio na remog¢do do diesel foi 88 %, com a ressalva, porém, de que o tempo de cultivo
empregado pelos autores foi de 28 dias.

A eficiéncia de culturas puras e consorcio bacteriano na biodegradacdo do diesel foi
avaliada por Rizzo et al. (2017) para trés espécies. A maior eficiéncia individual de biodegradagao
do diesel foi obtida para a cepa Alcanivorax sp. A53 com uma porcentagem média de 52,7 %,
seguida pela de Pseudomonas sp. A6 (38,2 %) e Joostella sp. A8 (26,8 %). Quando combinados
na forma de consorcio a eficiéncia de biodegradacdo atingiu valores acima de 99 %. O tempo de
experimento foi definido em 20 dias, utilizando 2 % (v/v) de diesel como unica fonte de carbono.

Chen et al. (2019) observaram indices de degradacdo de 80-99% em uma abordagem de
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biorremediagcdo de solo com varios percentuais de contaminagdo causada por misturas diesel-
biodiesel, ao longo de 200 dias de experimentacao.

A taxa de biodegradagdo de hidrocarbonetos ¢ uma consideracao importante que determina
a escala de tempo para biorremediacdo em ambientes contaminados com o6leo. Ao avaliar os
trabalhos mencionados, fica clara a varia¢do nas taxas de degradacdo em fun¢do do tempo de
experimentacdo. Resultados proximos da degradacdo total do 6leo quase sempre demandam um
tempo superior de crescimento bacteriano, ou entdo, condi¢des altamente controladas dos
parametros que podem afetar a taxa de degradagdo (pH, temperatura, O2), como o caso de cultivo
em biorreator. Outros parametros também interferem diretamente na eficiéncia dessas taxas de
biodegradacao de hidrocarbonetos. Como por exemplo, a natureza do local a ser recuperado. A
relacdo tempo/taxa de degradagdo ¢ afetada, por exemplo, se a recuperagdo for solo em vez de
agua, demandando no primeiro caso um tempo bem maior para degradacdo. E ainda temos
eficiéncia do microrganismo em si. Como foi citado no exemplo das culturas puras, as taxas de
degradagdo podem variar bastante em funcdo do microrganismo, embora quando juntas em
consorcio apresentem relativa superioridade na taxa de degradacdo. E por fim, a quantidade de
espécies presentes nos consorcios. Vimos o caso em que dois microrganismos degradavam com
eficiéncia o diesel e casos de consdrcios com um nimero maior de microrganismo com taxa menor
de degradacgao. Isso tudo s6 evidencia a complexidade de parametros que devem ser avaliados na
construcdo de um consodrcio bacteriano com reais chances de emprego efetivo para biorremediagao
de areas contaminadas com hidrocarbonetos.

Comparando os consorcios apresentados nesses trabalhos em funcdo da eficiéncia versus
tempo de cultivo, convém que o consorcio A3 é promissor para aplicagdo em processos de
biorremediagdo. Este consoércio com trés cepas bacterianas isoladas, apresentou capacidade de

degradar mais que 70 % do 6leo em apenas 7 dias de experimentagao.
5.3. TOXICIDADE DO SOBRENADANTE DE CULTURA

5.3.1. Toxicidade em Artemia salina

A toxicidade dos sobrenadantes de cada consorcio foi testada em A. salina e os resultados
sdo mostrados no grafico 05. O teste DLso indica a presenga de substincias toxicas no meio. Ao

expor um determinado organismo a um composto, espera-se que pelo menos 50 % da populacao
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de individuos expostos responda de maneira quantitativamente idéntica ao longo de um
determinado periodo (Koslowski et al., 2020).

Os resultados indicam que em meio BH (controle de viabilidade) a taxa de sobrevivéncia
dos nauplios de A. salina ultrapassa 70 % na sua menor dilui¢ao (1:1), e com tendéncias crescentes
de sobrevivéncia nas demais dilui¢des, evidenciando assim, uma pequena influéncia do meio de
cultura na morte dos nduplios ao longo do ensaio. Tendo em vista que todos os sobrenadantes de
cultura tém como base esse mesmo meio de cultivo, deve-se levar em consideragdo esses dados ao

analisar os demais resultados.

100%

90% A

80% A

o 70% { ——CBH
8

§ 60% | i @
'S —a—Al
B B

3 ‘ —A2

40%

_qu: —e—A3
(-]

= 30% — A

20% AS

10% A

! ‘ ! :
T T

6 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512

0% 4 + i ' ? + i +

e e L L L e T

N
=
-
N
Ly
=
—
[o}
—

Diluigdes
Grafico 05: Toxicidade dos sobrenadantes de cultura dos consdrcios para A. salina.

CBH — Meio BH; CD — Meio BH + diesel (1% v/v); Al, A2, A3, A4, A5 — Sobrenadantes dos
respectivos consorcios. Cultivo a 30° C, por 24h. Diluigdo em solugdo salina (2% NaCl, pH 8,5).

O sobrenadante de cultura do consércio A2 e o controle de toxicidade (meio BH + diesel)
nao degradado (CD) alcangou taxa de sobrevivéncia de 50 % dos nauplios de 4. salina na diluigao
1:16, sendo essa a menor DLso dentre os consorcios testados. E interessante frisar, que para os
demais consorcios, essa foi a diluicdo a partir do qual comegou a se observar a sobrevivéncia dos
nauplios. A DLso para Al foi de =1:48, e os consorcios A3, A4 e AS apresentaram DLso
relativamente proxima, com A3 =1:80, A4 =1:96 e A5 =1:112. Foi possivel, portanto, determinar
diluigdes onde se observou sobrevivéncia de mais de 50% dos individuos para todos 0s consorcios
testados. A tabela 09 apresenta todas as taxas de sobrevivéncia dos nauplios de 4. salina em cada

diluicdo para os respectivos consorcios, bem como os desvios padrdes observados.
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Tabela 09. Toxicidade dos sobrenadantes de cultura dos consorcios para A. salina.
CBH - controle com meio BH; CD — Controle com meio BH + diesel (1% v/v); Al, A2, A3, A4,
AS — Sobrenadantes dos respectivos consorcios. Cultivo a 30° C, por 24 h. Dilui¢do em solucao
salina (2 % NacCl, pH 8,5). O sinal “-" indica que o valor de porcentagem e desvio padrdo ¢ igual
zero. Valores sombreados indicam DL50 ou intervalo onde ela acontece.

% de sobrevivéncia dos nauplios de A. salina

Diluigao CBH CD Al A2 A3 A4 AS

1:1 74 £2,3 - - - - - -

1:2 77 £5,8 - - 13 5,8 - - -

1:4 80 +0,0 - - 20 £0,0 - - -

1:8 83 +5,8 - - 43 £5,8 - - -

1:16 87 £5,8 53 5,8 - 50 £10 - - -

1:32 90 £0,0 67 £3,5 47 £5,8 6010 13+£5,8 75,8 17 £5,8
1:64 90 £0,0 70 £0,0 53+5,8 6010 43 £5,8 40+0,0 4010
1:128 90 £0,0 70 £0,0 63 £5,8 67 5,8 63 £5,8 60+10 53 45,8
1:256 93 5,8 73 £2,3 63 £5,8 67 15,8 67 £5,8 63 +5,8 60 £0,0
1:512 97 £5,8 73 £5,8 77 £5,8 70 +0,0 83 +5,8 67458 8010

E possivel observar que para a maior diluigao testada (1:512) houve sobrevivéncia de 83 %
(£5,8) dos nauplios em A3, sendo essa a maior taxa de sobrevivéncia alcan¢ada entre os consorcios,
superando inclusive o controle com diesel ndo degradado (CD). Nessa mesma diluicdo, AS registou
80% (£10) de sobrevivéncia, seguido por Al (76% 15,8), A2 (70% +0,0) e A4 (66% =£5,8). Os
valores de porcentagem, assim como os desvios padrdes foram mantidos com uma casa decimal
apos a virgula.

Abordagem baseada em testes de bioensaio usando organismos vivos mais sensiveis a
poluentes, como Lactuca sativa, Artemia salina e Danio rerio, para a avaliagdo de toxicidade ¢
preferivel para avaliar os reais efeitos biologicos e outros fatores (Modenes et al., 2018). Além
desses organismos, Daphnia magna (Koslowski et al., 2020), Poecilia vivipara € Anomalocardia
brasiliana (Durval et al, 2020) podem ser empregados em teste de toxicidade. O valor da
concentracdo letal média (CLso) € usado como um critério de avaliacdo, fornecendo uma resposta

bioldgica eficaz relacionada a poluentes toxicos (De Pauli ef al., 2018).
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A ecotoxicidade dos hidrocarbonetos de petréleo é o seu principal perigo para o meio
ambiente. Com a biorremediacdo, a ecotoxicidade dos hidrocarbonetos de petrdleo residuais
diminui gradualmente (Zhang et al., 2021). Um estudo conduzido por Maddela et al. (2017) testou
a eficiéncia na degradacdo dos hidrocarbonetos de petroleo por um consorcio de fungos e bactérias.
A toxicidade residual dos hidrocarbonetos e produtos do consorcio foi testada para determinacao
da DLso em A. salina pés 90 dias de degradagdo. A dilui¢do da amostra com hidrocarbonetos nao
tratados necessaria para produzir um DLso foi de 1:133, e 1:8 para as amostras de solo inoculados
com microrganismo.

A toxicidade de um sobrenadante de cultura foi testada em A. salina por Rocha e Silva et
al. (2014). Nesse trabalho, buscavam-se estabelecer uma espécie e o melhor meio de cultivo para
produgdo de biossurfactante, na qual foi escolhido a Pseudomonas cepacia CCT6659 cultivada em
100 mL de meio mineral suplementado com 2,0 % de 6leo de fritura de residuo de soja como fonte
de carbono e 2,0 % de macerado de milho como fonte de nitrogénio. O caldo livre de células
apresentou DLso na concentragdo de 156 mg/L, sendo o biossurfactante nesse caso considerado de
baixissima toxicidade. Porém, o trabalho faz a analise da toxicidade unicamente de um
biossurfactante produzido em caldo sem adi¢do de hidrocarbonetos de petroleo. No estudo
apresentado aqui, foi avaliada a toxicidade do sobrenadante de cultura (proteinas/biossurfactantes)
e ainda dos residuos de diesel ndo degradado.

Quanto a toxicidade do diesel ndo degradado, os resultados obtidos sdo préximos aos
encontrados por Khan et al. (2007) sobre Oncorhynchus mykiss € Daphnia magna. Nesse trabalho
eles determinaram a concentracdo letal média (LCso) em diferentes tempos de exposicdo e foi
desenvolvida uma classificagdo de toxicidade para o diesel. Os valores médios de LCso para diesel
variaram de um minimo de 133,5 ppm a um maximo de 578,1 ppm. Os resultados apresentados
aqui estdo dentro dessa margem para toxicidade com diesel ndo tratado. Considerando que os testes
neste trabalho sdo realizados sempre com diesel 1 % (v/v), e sua densidade € 0,865g/cm? (Malik et
al., 2020), uma dilui¢do de 1:16 (onde foi observado DLsg para CD) nos daria algo em torno de
508 ppm, portanto, dentro da faixa de toxicidade estabelecida por Khan et al. (2007).

5.3.2. Toxicidade em Lactuca sativa

A toxicidade dos sobrenadantes de cultura dos consorcios também foram testados em

sementes de alface (L. sativa). Os resultados estdo representados no grafico 06, que indica a
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porcentagem de germinacdo das sementes de alface apds incubacdo com o sobrenadante de cultura

dos consorcios e ainda com diesel nao tratado com consorcio.
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Grafico 06: Toxicidade dos sobrenadantes de cultura dos consorcios para L. sativa
CD — Meio BH + diesel ndo degradado (1% v/v); Al, A2, A3, A4, A5 — Sobrenadante dos
respectivos consorcios. Condigdes de cultivo dos consorcios: 150 rpm, 30° C, 7 dias. Condicdes de
cultivo das sementes: 27° C, por 7 dias, no escuro. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos. Analise de variancia e teste Tukey com significancia de 0,05.

Os resultados indicam taxa de germinagao de 96,3 % (£6,41) das sementes nos extratos do
consorcio A3, a maior taxa de germinacao observada entre os consorcios. As taxas de germinagao
observadas para os extratos dos consorcios Al e A5 foram exatamente as mesmas (77,8 % £0,0).
De acordo com a andlise estatistica empregada o resultado obtido para A3 ndo apresentou diferenca
estatistica significativa em relacdo aos tratamentos com Al e A5 (tabela 10). Para A4 a taxa de
germinagao foi de 59,3 % (£6,41). O unico extrato onde ndo se observou taxa de germina¢ao maior
que 50 % foi em A2 (48,1 % +6,41). Apenas Al, A3 e A5 conseguiram superar a taxa de
germinagdo do controle (CD) (74,1 % £12,83), em que foi utilizado diesel ndo biodegradado. O
teste estatistico indicou ainda que os extratos de Al, A4, A5 e CD ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa quanto as taxas de germinacdo, assim com A4 e A2 também nao diferiram
estatisticamente.

A diferenca mais acentuada em relagdo a CD, foi observada em A3, onde a germinagao foi
de quase 100 % das sementes apos a biodegradagdo do 6leo diesel. A3 diferiu estatisticamente do

controle com diesel ndo degradado (CD). As taxas germina¢ao em Al e A5 foram muito parecidas
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com as de CD. Comparando os desvios padrdes das amostras, foi observado uma variagdo de mais
de 12 % nas germinagdes de semente tratadas em CD, indicando portando uma instabilidade maior

nas germinagoes das triplicatas tratadas com diesel ndo degradado.

Tabela 10. Toxicidade dos sobrenadantes de cultura dos consorcios para L. sativa. CD
— Controle com diesel ndo biodegradado; A1, A2, A3, A4, A5 — Consorcios bacterianos testados.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos. Anélise de
variancia e teste Tukey com significancia de 0,05.

Amostra % de Germinacio

CD 74,18 +12,83
Al 77,848 40,00
A2 48,1¢ 16,41
A3 96,34 16,41
A4 59,38.¢ 6,41
AS 77,848 40,00

Na figura 05 € possivel visualizar todas as plantulas de alface germinadas apds os 07 dias
de experimentos. E possivel observar que, além de A2 ter tido os piores indices de germinagao,
também foram observados os menores tamanhos de plantulas, indicando uma possivel interferéncia

do sobrenadante de cultura desse consdrcio na germinacdo e crescimento das plantulas.

Figura 05: Comparacido do tamanho do das plantulas de L. sativa tratadas com
sobrenadantes de cultura dos consorcios. Controle (+) - Controle positivo com agua destilada;
Diesel (1%) — Controle com meio BH + diesel ndo degradado (1% v/v); Al, A2, A3, A4, AS —
Sobrenadante dos respectivos consorcios. Escala apresentada: 3,5 cm. Condi¢des de cultivo dos
consorcios: 150 rpm, 30° C, 7 dias.
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O tratamento com diesel, como ja indicamos, teve a maior variagdo de germinacdo de
sementes, porém o crescimento delas se manteve praticamente na mesma proporg¢ao nas triplicatas.
Ainda em relagdo a esse tratamento, quando comparado ao controle positivo, percebe-se que ha
pouca variagdo em relacdo aos tamanhos das plantulas. Os tratamentos envolvendo os consorcios
A3 e A5 foram aqueles que a apresentaram as maiores plantulas, chegando em alguns casos a
ultrapassarem 3 cm, resultados esses que ndo foram observados nem no controle positivo. Isso
indica uma possivel influéncia positiva dos sobrenadantes dessas culturas no crescimento das
plantulas. Os tratamentos usando sobrenadante de cultura dos consorcios Al e A4 apresentaram
variagdes com tamanhos similares.

Muitas plantas tém sido utilizadas para avaliar a fitotoxicidade de contaminantes no meio
ambiente. O trigo (Triticum aestivum), grama (Lolium spp.), alface (Lactuca sativa), couve chinesa
(Brassica chinensis) sdo varios organismos de teste terrestres recomendados por organizagdes
reguladoras ambientais para avaliar os efeitos cronicos de contaminantes do solo (Khan et al.,
2018). O teste de germinagao tem sido empregado para medir a fitotoxicidade devido ao seu baixo
custo de execu¢do (Chandankere et al., 2014). Além da germinagao das sementes, 0 comprimento
do caule e o niimero de ramos podem ser usados também como critérios para avaliacdo de
fitotoxicidade envolvendo hidrocarbonetos (Maddela et al., 2017). O crescimento da planta ¢é
inibido tanto pela natureza dos hidrocarbonetos quanto pela concentragdo de hidrocarbonetos
presentes no solo. As propriedades hidrofobicas dos hidrocarbonetos limitam a capacidade das
plantas de absorver dgua e nutrientes do solo (Khan et al., 2018).

Montagnolli et al. (2015) avaliou a fitotoxicidade em L. sativa de vérios compostos,
inclusive do diesel, antes e depois de um processo de biodegradag¢do. Foram observadas taxas de
germinagdo em torno de 80 %, porém, as taxas de germinagdo em diesel biodegradado foram
menores que 80 %, indicando que houve piora no nivel de toxicidade ap6s a degradagdo do diesel.
Neste trabalho, no caso do diesel ndo degradado obteve-se resultados muito proximos a esses (77,8
%), indicando a reprodutibilidade do teste. Em relacdo aos consorcios, apenas o consoércio A3
apresentou indice de germinagdo estatisticamente superior ao diesel ndo tratado, sendo, portanto,
0 unico consorcio que conseguiu diminuir a toxicidade do diesel apos 7 dias de degradagdo. Os
demais consoércios, ou apresentaram indices de germinagdo sem diferenca estatistica significativa

(A1 e AS) em relacdo ao diesel ndo tratado, ou inferior a esse (A2 e A4).
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A produciao de metabolitos toxicos pode ter ocorrido durante a biodegradacao do 6leo o que
pode influenciar diretamente nos indices de germinagdo. Isso pode ser um indicativo do
aparecimento de inibidores de crescimento (Montagnolli et al., 2015). Conforme os resultados
observados para os ensaios envolvendo A2, percebeu-se diferenca significativa ao tamanho das
plantulas em relagcdo ao controle positivo, evidenciando a hipdtese de piora nos niveis de
toxicidade. Em A3 e AS, porém, foi observado que algumas plantulas apresentavam crescimento
superior ao controle positivo, com a diferenca de que em A5 a toxicidade do sobrenadante foi
comparavel ao diesel ndo tratado. A avaliacdo do efeito inibitério no alongamento da raiz e do
hipocétilo de mudas pode refletir a toxicidade de compostos soluveis presentes em baixa
concentragdo que ndo sdo suficientes para inibir a germina¢do, mas podem atrasar ou inibir o
processo de alongamento da raiz ou do hipocotilo (Cruz et al., 2014). Os dados obtidos refor¢gam

ainda mais o potencial promissor para emprego do consoércio A3 em processos de biorremediagao.
5.4. CONSORCIO A3 COMO O MAIS PROMISSOR PARA A BIORREMEDIACAO

Os testes realizados serviram para indicar um consorcio bacteriano para as analises de
protedmica. Na tabela 11 ¢ apresentado o melhor resultado de cada teste realizado. Nos casos em
que nao ha diferenca estatistica significativa entre os melhores resultados, foram incluidos dois ou
mais consorcios. O emprego de diferentes técnicas combinadas para selecionar o melhor consorcio
para biorremediacdo reforca a eficiéncia do consorcio selecionado. A escolha do consdrcio mais
eficiente deve, obviamente, ser baseado nos resultados que mais se destacam entre aqueles testes
empregados. No presente trabalho, os resultados relacionados a biodegradagdo e ecotoxicidade
mostrados sugerem que as cepas de bactérias do consorcio A3 tém grande potencial na degradagao
do dleo diesel, e, portanto, este consorcio ¢ o indicado para andlise por protedmica.

Tabela 11. Comparacio entre os consorcios em relacio aos melhores resultados dos
testes realizados. X — Xileno; H — Hexano; D — Diesel; Biod. — Teste de biodegradacdo do diesel.

Emulsificacao Hidrofobicidade Toxicidade
Cons. DCPIP Biod.
X H D X H D A. salina L. sativa

Al o
A2 o )
A3 ) e o o o ) ) ° o o
A4 ) )
A5 () )
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5.5. ANALISE PROTEOMICA DO CONSORCIO A3
5.5.1. Definicao dos géneros e espécies do consércio por espectrometria de massa

Para defini¢do de géneros e espécies presentes no consorcio A3, foram identificadas 754
proteinas, sendo que 143 dessas proteinas foram identificadas como proteinas ribossomais. Uma
andlise detalhada das proteinas ribossomais presentes nas amostras indicou que elas eram, de
acordo com os resultados para as buscas naquele banco de dados utilizado, semelhantes as proteinas
ribossomais de 27 géneros bacterianos diferentes (grafico 07).
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Griéfico 07. Identificacio dos géneros constituintes do consércio A3 baseada no perfil
de proteinas ribossomais. No grafico ¢ apresentada a distribui¢cdo das proteinas ribossomais entre
os géneros bacterianos identificados através da busca no banco de dados Uniprot. O software
utilizado para fazer as buscas foi Mascot (Matrix Science, London, UK; versao 2.5.1). Banco de
dados pesquisado foi “Bacteria” do Uniprot. Pesquisado em 20/03/2020.

O género Acinetobacter concentrou 37,1 % de todas as proteinas ribossomais, seguido por
Burkholderia com 25,9 % e Cupriavidus com 14 %. Os demais géneros somaram juntos 23 % das
proteinas avaliadas. Entre esses géneros restantes, nenhum deles superou individualmente os 2,1
%, sendo que em termos de quantidades, apenas 07 deles apresentaram mais que 01 proteina e os
outros 17 apresentaram uma Unica ocorréncia de proteina ribossomal dentre todas as que foram
analisadas. Vale lembrar que foram isoladas trés cepas bacterianas morfologicamente distintas do
consorcio A3 (tabela 03). Entre os trés géneros mais prevalentes mostrados no grafico 07, o género

Acinetobacter foi o que apresentou maior quantidade de proteinas ribossomais. E de um total de
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53 proteinas ribossomais encontradas para esse género, 84,9% (45 proteinas) foram identificadas

como pertencentes a 4. baumannii, e apenas 15,1% (8 proteinas) pertencentes a 4. baylyi.
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Grafico 08. Identificacio das espécies constituintes do consorcio A3 baseada no perfil
de proteinas ribossomais. No grafico ¢ apresentada a distribuicao de proteinas ribossomais entre
as espécies de cada um dos trés géneros mais prevalentes. O software utilizado para fazer as buscas
foi Mascot (Matrix Science, London, UK; versdo 2.5.1). Banco de dados pesquisado foi “Bacteria”
do Uniprot. Pesquisado em 20/03/2020.

O género Burkholderia foi o que apresentou o maior nimero de espécies. De um total 37
de proteinas ribossomais avaliadas nesse género, 73,3% (26 proteinas) foram relacionadas a B.
cenocepacia, as demais espécies ndo ultrapassaram os 8% cada (3 proteinas no maximo). E
finalmente, para o género Cupriavidus, com 20 proteinas ribossomais analisadas, 55% (11
proteinas ) foram indicadas como pertencentes a C. taiwanensis, 25% (5 proteinas) a C.
metallidurans e os 20% restantes pertencentes a duas outras espécies. As porcentagens de
distribuicdo de proteinas entre os géneros estdo representadas no grafico 08. Também avaliamos se
haveria a possibilidade de um dos trés géneros apresentar mais de uma espécie no consorcio A3.
Os resultados dessa analise confirmaram a prevaléncia de trés espécies pertencentes a trés géneros

distintos no consércio A3, conforme pode ser observado grafico 09. Os resultados indicam que
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41% (45 proteinas) dessas proteinas ribossomais analisadas (110) pertenciam a A. baumannii,
seguido de 24% (26 proteinas) para B. cenocepacia € 10% (11 proteinas) para C. taiwanesis.

A identificacdo de espécies microbianas com base em espectrometria de massa surgiu como
uma alternativa aos métodos tradicionais de identificacdo baseados em fendtipo ou genotipo
(Karlsson ef al., 2020). Muitos estudos tém mostrado que os picos massa/carga (m/z) mais usados
para identificacdo de espécies de bactérias sdo os de proteinas ribossomais (Ryzhov e Fenselau,
2001; Pineda et al., 2003; Teramoto et al., 2007; Suarez et al., 2013). Isso por que as proteinas
ribossomais sdo universais na vida celular e a maioria dessas proteinas sdo altamente conservadas

dentro de uma espécie bacteriana (Suarez ef al., 2013).
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Grifico 09. Distribuicio de proteinas ribossomais entre todas as espécies dos trés
géneros mais prevalentes. O software utilizado para fazer as buscas foi Mascot (Matrix Science,
London, UK; versdo 2.5.1). Banco de dados pesquisado foi “Bacteria” do Uniprot. Assumiu-se a
tripsina como enzima de digestdo proteolitica. Pesquisado em 20/03/2020.

Quanto a utilizagdo desses géneros bacterianos em processos de biorremediagdo, existem
alguns trabalhos mostrando o envolvimento deles na degrada¢do de hidrocarbonetos. O género
Acinetobacter ¢ um dos mais bem caracterizados em relacdo ao seu envolvimento em processos de
biorremediagdo (Logeshwaran et al., 2018; Imron et al., 2019; Imron et al., 2020; Adetunji e
Olaniran, 2021). Também existem relatos da participacao do género Burkholderia nesses processos

(Mohanty e Mukherji, 2008; Morlett-Chavez et al., 2010; Mohammed et al., 2018; Morya et al.,
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2020). E finalmente o género Cupriavidus também tem sido empregado em processos de
biorremediagdo nos ultimos anos (Min et al., 2020; Tiwari et al., 2020; Yi et al., 2020; Deng e
Zhou, 2021). E por fim, o envolvimento direto de A. baumannii (Gupta et al., 2020; Zhang et al.,
2021), B. cenocepacia (Obuekwe et al., 2009; Nguyen et al., 2021) e C. taiwanensis (Oyehan e

Al-Thukair, 2017; Obruca et al., 2018) em processos de biorremediagao também tem sido relatado.
5.5.2. Proteinas identificadas

As buscas nos bancos de dados das trés espécies mais prevalentes no consorcio A3
resultaram na identificacdo de 890 proteinas no total (figura 06a), sendo 816 delas comuns as duas

amostras, 23 exclusivas de A3In (totalizando 839) e 51 exclusiva de A3Ex (totalizando 867).

b BC 496
246
77 30
AB 143 cT
510 290
277 104
13
890 no total 890 no total

Figura 06: Representacio das Quantidades totais de proteinas identificadas em
Diagrama de Venn. (a) — Proteinas identificadas nas amostras intracelular (A3In) e extracelular
(A3Ex). (b) — Proteinas identificadas por espécie (AB — 4. baumannii; BC — B. cenocepacia; CT
— C. taiwanensis (CT). O software utilizado para fazer as buscas foi Mascot (Matrix Science, versao
2.5.1). Banco de dados pesquisado foram “A. baumannii”, “B. cenocepacia” e “C. taiwanensis”
do Uniprot. Pesquisado em 20/03/2020.

Quanto a identificagdo de proteinas por espécies, foram identificadas 510 proteinas para 4.
baumannii (AB), sendo 246 exclusivas para essa espécie, 496 para B. cenocepacia (BC), com 277
exclusivas, e 290 para C. taiwanensis (CT) sendo 104 exclusivas para a espécie. Comuns a todas
as espécies, foram identificadas 143 proteinas, e outras foram identificadas como sendo comuns a
duas espécies apenas, de acordo com a figura 06b. AB e BC compartilham 77 proteinas, BC e CT,
30 proteinas e AB e CT, apenas 13. Uma lista completa com todas essas proteinas foi incluida no

apéndice 02.
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A determinacdo do “componente celular” onde elas atuam, bem como sua “funcdo
molecular” e “processo biologico” que desempenham nas células foram obtidas no Gene Ontology
(GO), Uniprot e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Para 361 (40,5 %) de
proteinas identificadas ndo foi possivel obter informagdes acerca de componente celular do qual
essas proteinas fazem parte, uma vez que essas informacdes ndo foram conclusivas nas bases de
dados pesquisadas. Para aquelas em que foi possivel definir essa informagao, verificou-se que a
maioria tem como componente celular o citoplasma (253) e a membrana plasmatica (141).
Mitocdndria e ribossomos foram associados a aproximadamente 50 proteinas cada, seguidos por
membrana externa/parede celular (22), acidos nucleicos (7) e citoesqueleto (3) (figura 07). Quanto
as proteinas associadas a mitocondria, o Gene Ontology ndo limita as busca apenas para procarioto,
e como a busca ¢ feita pelo nome da proteina e suas variagdes de nome, € possivel que em eucariotos
essas proteinas estejam na mitocondria e em procariotos no ribossomo.

Em relagdo a fung¢@o molecular, a grande maioria das proteinas identificadas foram
classificadas como enzimas das classes oxidorredutase (169), transferase (144) e hidrolase (75),
outras 04 classes somaram 154 proteinas. Merece destaque também a quantidade de proteinas
identificadas como estando associadas ao transporte (86) e ligagdo aos acidos nucleicos (77) (figura
07). O numero expressivo de oxidorredutases e hidrolases identificadas nas amostras pode ter
alguma relagdo com capacidade de biorremediagdo dos microrganismos da amostra. Existem varios
tipos de enzimas como oxidorredutases, lacases, hidrolases e peroxidases ativamente envolvidas
em processos de biorremediagdo (Kadri et al., 2017).

As oxidorredutases sdo produzidas por varias espécies de microrganismos e plantas para
neutralizar composto por oxidagdo, envolvendo transferéncia de elétrons dos redutores para os
oxidantes, resultando na liberacdo de ions cloreto, CO> e metanol. Calor ou energia sdo gerados
como resultado da degradagdo dos poluentes por oxidorredutases, sendo utilizado pelos
microrganismos para suas atividades metabodlicas. As oxidorredutases tém sido utilizadas na
degradagdo de muitos poluentes naturais e artificiais. Por exemplo, uma bactéria Gram positiva
Bacillus safensis CFA-06 produz oxidorredutase para degradar os compostos de petréleo (Sharma

et al., 2018).
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Figura 07: Anotacdo funcional das proteinas do consorcio A3 com base no
componente celular, funcio molecular e processo biolégico. Informacdes obtidas no Gene
Ontology (GO), bancos de dados Uniprot e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).
Destaques em vermelho indicam fun¢do molecular ou processo biolégico que podem ter relagdo
com a degradacdo de xenobidtico. Pesquisado em 20/03/2020.

As hidrolases sao mais comumente usadas para a biorremediacdo de pesticidas, inseticidas
e reducdo de sua toxicidade (Sharma et al., 2018). As principais liga¢cdes quimicas, como ésteres,
ligacdes peptidicas, ligacdes de haleto de carbono, etc., sdo quebradas por diferentes enzimas
hidroliticas. As hidrolases extracelulares secretadas por alguns microrganismos catalisam a

biodegradacao de polimeros organicos, compostos toxicos com massas moleculares inferiores a
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600 Da que podem passar pelos poros celulares. A biorremediacdo de derramamento de 6leo,
inseticidas organofosforados e carbamatos usando enzimas hidroliticas também ¢ muito eficaz
(Sharma et al., 2018).

Em relacdo aos processos biologicos (figura 07) anotados a partir do GO, Uniprot e KEEG,
as proteinas foram agrupadas em 23 processos biologicos. Foram agrupados como “indefinido”
138 proteinas que ndo apresentaram com clareza as informacdes pertinentes aos processos
bioldgicos nos quais atuam, e por isso foram categorizados como “indefinido”. Para as demais
proteinas identificadas, o “metabolismo de aminoacidos” foi o que mais agrupou proteinas (104),
seguido por “sinalizacdo e processo celular” (70), transcri¢ao (61) e traducdo (53).

“Degradagdo de xenobidticos” incorporou 34 das 890 proteinas, o que representa
aproximadamente 4 % de todas as proteinas identificadas do consércio A3. Proteinas relacionadas
a “resposta ao estresse” e “recombinagdo e reparo do DNA” somaram 19 no total. A quantidade de
proteinas envolvidas com o metabolismo energético, mais especificamente o “ciclo do acido
tricarboxilico” somaram 20 proteinas, destacando-se a identificacdo de todas as proteinas do ciclo.
Vale ressaltar que muitos dos produtos finais das vias de degradacdo de xenobioticos tem como
destino final o ciclo de Krebs. “Metabolismos de acidos graxos/lipideos” (33) também foram
destacados na figura devido ao envolvimento de uma parte uma grande parte dessas proteinas no
metabolismo de n-alcanos, embora ndo exista, no KEGG, uma categoria especifica de “degradacao
de alcanos”. As vias metabolicas das quais essas proteinas estdo envolvidas também foram
anotadas com base no banco de dados KEGG. Um total de 110 vias metabolicas foram parcialmente
identificadas. A figura 08 resume as principais vias encontradas. Vale ressaltar que existe
sobreposi¢do de proteinas entre as vias metabolicas, ou seja, uma mesma proteina pode atuar em
duas, trés ou mais vias.

As diferentes vias anotadas com foco na degradacdo de xenobioticos inclui a degradagdo
do aminobenzoato (map00627), degradacdo do benzoato (map00362), degradacao de caprolactama
(map00930), degradacdo de cloroalcano e cloroalceno (map00625), degradagdo de
clorociclohexano e clorobenzeno (map00361), degradacdo de compostos aromaticos (map01220),
degradacdo de etilbenzeno (map00642), degradagcdo do fluorobenzoato (map00364), degradagao
do naftaleno (map00626), degradagao do tolueno (map00623) e degradagdo do xileno (map00622).

A via de degradacdo dos acidos graxos (map00071) também foi destacada, uma vez que a
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degradagdo de n-alcanos consiste inicialmente na conversao desses compostos a acido graxo, para

entdo entrarem na via de degradagdo de acidos graxos (Imron ef al., 2020).
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Figura 08: Vias metabdlicas nas quais as proteinas do consorcio A3 podem atuar.
Informagdes obtidas no Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Pesquisado em
20/03/2020. Destaques em laranja representam as vias relacionadas ao metabolismo energético
central. Os destaques em vermelho indicam via associadas com a degradagdo de xenobioticos.

Além das 34 proteinas que atuam diretamente na degradac¢do de xenobioticos, outras 13
proteinas que atuam de modo indireto para o favorecimento da degradagdo desses compostos foram

incluidas na tabela 12. Essas incluem aquelas associadas na degradag¢do de n-alcanos (degradam
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acidos graxos), envolvidas no transporte de xenobioticos ou ainda aquelas que tenham relagdo com
redugdo ao estresse celular associado aos hidrocarbonetos. Portanto, foram destacadas 47 proteinas
que foram associadas de modo direto ou indireto na degradagdo de xenobioticos. Essas proteinas
foram identificadas em vias de degradacdo de 13 compostos xenobidticos, que incluem anéis
aromaticos e compostos alifaticos. A maior quantidade dessas proteinas foi associada a via de
degradacdo do benzoato (25), as demais vias tiveram 06 proteinas identificadas, ou menos, cada
uma. A quantidade de proteinas da via degradagdo de acidos graxos somaram 29 no total, onde foi
possivel identificar todas as proteinas da B-oxidacdo. A lista com as 47 proteinas agrupadas como

envolvidas na degradag@o de xenobioticos esta representada na tabela 12.

Tabela 12. Proteinas envolvidas na degradacao de xenobidticos. # - Sequéncia em que
aparece na lista do apéndice 02; Esp. — Espécie na qual foi identificada; MM kDa — Massa
molecular em kDa; Am. — Amostra onde foi identificada.

. Cédigo de EC MM - -
# Proteinas (49) Esp acesso Number | kDa Via Metabdlicas Am.
dihvd hthovl h Deg. Benzoato; Deg. Comp.
1 |1,4-dihydroxy-2- naphthoyl-CoA synthase | CT | QOK0J4 3.1.2.- 29 Arométicos In/Ex
10 2-Hydroxymuconic semialdehyde T | QokaTo 12185 | 53 Deg. Benzoato; D,e.g. Xileno; Ex
dehydrogenase Deg. Comp. Aromaticos
26 | 3-Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase CT | QOKCM8 1.1.1.157| 53 | Deg. Benzoato In/Ex
28 | 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase BC | AOAOH3KM46 | 1.1.1.35 | 88 | Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato; | In/Ex
30 | 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase BC | AOAOH3KDT9 |1.1.1.157| 33 | Deg.Benzoato In/Ex
31 | 3-hydroxybutyryl-CoA epimerase BC | AOAOH3KFKS (1.1.1.35 | 75 | Deg.A-Graxos; Deg.Benzoato |
36 | 3-ketoacyl-CoA thiolase AB | Q6FF69 23116 | 41 | D& A Graxos; Deg.Benzoato | Jex
43 | 3-Oxoadipate CoA-Transf. subunit A CT | QOKA4S5 2.8.3.6 24 | Deg. Benzoato In/Ex
CT | P14611 Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato
CT | QOKBG1
130 | Acetyl-CoA acetyl transferase CT | QOKF99 2.3.1.9 41
CT | QOK368
CT | QOK469 In/Ex
BC | AOAOH3KHB1 42 | Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato;
131 | Acetyl-CoA It f 2.3.1.16
cetyi-boA acyltransterase BC | ADAOH3KGI9 42 In/Ex
BC | AOAOH3KNW7 40 | Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato
132 | Acetyl-CoA C-acetyl transferase BC | AOAOH3KRS2 |2.3.1.9 41
BC | AOAOH3KS85 41 In/Ex
133 | Acetyl-CoA C-acyl transferase CT | QOKEF9 23116 | 42 | De8 A Graxos; Deg. Benzoato;
Deg. Etilbenzeno In/Ex
AB | Q6F7U0 44 | Deg. A. Graxos
CT | QOKEG1 65
CT | QOKCR3 45
CT | QOKCR2 40
146 | Acyl-CoA dehydrogenase T | QOKBF9 1.3.8.8 68
CT | QOK376 45
AB | Q6FEG4 65
AB | Q6FEG3 69 In/Ex
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147 Acyl-CoA dehydrogenase, short-chain CT | QOK3Z2 13.99.- 43 | Deg. Caprolactama
specific CT | QOK3F2 T 40 In/Ex
- _chain- - Deg. A. Graxos
148 Acyl-CoA synthetase (Long-chain-fatty: AB | QBFFFS 6.2.13 62 g In/Ex
kod--CoA ligase)
Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato;
214 | Beta-ketoadipyl CoA thiolase CT | QOK4S3 2.3.1.16 | 42 | Deg. Etilbenzeno
In/Ex
215 | Beta-ketothiolase BktB CT | QOKBP1 2.3.1.9 41 | Deg. A. Graxos; Deg.Benzoato | In/Ex
Deg. Clorobenzeno e
237 | Carboxymethylenebutenolidase BC | AOAOH3KU99 |3.1.1.45 | 26 | Clorociclohexano; Deg.
Fluorobenzoato; Deg. Tolueno | |n/Ex
Deg. Clorobenzeno e
Clorociclohexano; Deg.
242 | Catechol 1,2-dioxygenase BC | AOAOH3KXJ8 |1.13.11.1| 33 | Benzoato; Deg. Fluorobenzoato;
Deg. Tolueno; (map01220) Deg.
Comp. Aromaticos
In/Ex
CT | QOK5D5 113 | .
316 | Efflux pump membrane transporter BC | AOAOH3KHJ6 - 115
AB | Q6F8F6 115 In/Ex
CT | QOK371 31 | Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato;
BC | AOAOH3KKCO 28 | Deg. Aminobenzoato; Deg.
328 | Enoyl-CoA hydratase BC | AOAOH3KWE1 | 4.2.1.17 28 | Caprolactama
BC | AOAOH3KMI5 30
BC | AOAOH3KPA1 28 In/Ex
Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato;
329 Enoyl-CoA hydratase/carnithine cr | Qokal 42117 | 27 | Deg. Aminobenzoato; Deg.
racemase Caprolactama
Ex
_ _cie- Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato
330 Enoyl-CoA hydratase/DeIt.a(S) cis 1 | QokeG3 11135 | 75
delta(2)-trans-enoyl-CoA isomerase In/Ex
FadE2-like Acyl-CoA dehydrogenase Deg. A. Graxos
334 (ACAD) CT | QOKCNS 1.3.8.7 47 In/Ex
335 Fatty kod oxidation complex subunit AB | Q6FF68 11135 | 78 Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato;
alpha Deg. Caprolactama; In/Ex
366 | Glutamine synthetase CT | Q0K990 5.4.4.3 52 | Deg. Aminobenzoato In/Ex
CT | QOK7X5 44 | Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato
371 | Glutaryl-CoA dehyd 1.3.8.6
Wtaryl-LoA denydrogenase BC | AOAOH3KH47 43 In/Ex
Deg. Clorobenzeno e
392 | Haloacetate dehalogenase BC | AOAOH3KBFO |3.8.1.3 33 | Clorociclohexano; Deg.
Cloroalcano e cloroalceno In/Ex
440 | Long-chain fatty-kod-CoA ligase BC | AOAOH3KBP1 |6.2.1.3 61 | Deg. A. Graxos In/Ex
Deg. Xileno; Deg. Tolueno;
168 NAD-dependent aldehyde cT | QokcLe 12128 | a9 |Deg. Aminobenzoato; Deg.
dehydrogenase Comp. Aromaticos
In/Ex
470 NAD-dependent aldehyde BC | AOAOH3KNUG | 1.2.1.3 51 Deg. A. Graxos; Deg.
dehydrogenase Cloroalcano e cloroalceno In/Ex
591 Probable FAD-binding monooxygenase AB | Q6F7TO 114.13- | 56 Deg. Aminobenzoato;
AlmA In/Ex
606 | Putative 2-nitropropane dioxygenase CT | Q7WWU7 1.13.12.16 | 35 |- In/Ex
X 1.1.1.35 Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato;
go7 | Putative 3-ydroxybutyryl-CoA AB | Q6F8B7 4.2.1.17 | 77 | Deg. Caprolactama;
epimerase
5.1.2.3 In/Ex
612 Putative acetyl-CoA .acetyl transferase AB | Q6FEAD 23.1.9 n Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato
(Acetoacetyl-CoA thiolase) In/Ex
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614 Putat|v§ acyl coenzyme A dehydrogenase AB | Q6FA9L 1388 42 Deg. A. Graxos
(HcaD-like) In/Ex
616 | Putative acyl-CoA dehydrogenase AB | Q6FBV5 1.3.8.1 41 | Deg. A. Graxos In/Ex
619 | Putative acyl-CoA dehydrogenase AB | 031251 1.3.8.7 44 | Deg. A. Graxos In/Ex
624 | Putative acyl-CoA thiolase AB | Q6FAW1 2.3.1.9 45 | Deg. A. Graxos; Deg.Benzoato | In/Ex
Deg. A. Graxos; Deg.
Cloroalcano e cloroalceno; Deg.
625 AB 1111 42 Naftaleno; Deg. Comp.
Putative alcohol dehydrogenase Q6F8H1 Aromaticos In/Ex
689 Pu.tatlve thiolase putative acyl-CoA AB | Q6F8BS 2319 42 Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato
thiolase In/Ex
Putative toluene tolerance protein Transporte ABC
691 (Ttg2D) AB | Q6F7P1 - 23 In/Ex
Deg. Xileno; Deg. Tolueno;
720 | Benzaldehyde dehydrogenase I AB | Q6FCB6 1.2.1.28 | 55 | Deg. Aminobenzoato; Deg.
Comp. Arométicos In/Ex
757 | Rubredoxin-NAD(+) reductase AB | P42454 1.18.1.1 | 42 | Deg. A. Graxos In/Ex
Transporte ABC
817 Toluene tolerar.1ce effl.ux.transporter AB | Q6F7PO i 24
(ABC superfamily, peri-bind) In/Ex
845 Two domain protein: 3-hydroxyacyl-CoA cT | QOKEGO 11135 | 86 Deg. A. Graxos; Deg. Benzoato;
dehydrogenase In/Ex
886 | Xenobiotic reductase AB | Q6F723 - 39 |- In/Ex

5.6. DEGRADACAO DE XENOBIOTICOS PELO CONSORCIO A3

As diferentes proteinas associadas com a degradagdo de xenobidticos foram analisadas de
acordo com as vias de degradacdo onde atuam e as reagdes quimicas que catalisam nessas vias.
Analisaremos inicialmente a degradacdo de compostos monoaromaticos, em seguida os
poliaromaticos e por fim a degradacdo dos compostos alifaticos. Toda analise esta fundamentada
nas proteinas que foram identificadas e incluidas na tabela 12. Informagdes sobre os
microrganismos na qual a proteina foi identificada, bem como o tipo de amostra da qual ela foi

encontrada também é mencionada.

5.6.1. Degradacio de hidrocarbonetos aromaticos monociclicos

Foram encontradas proteinas envolvidas na degradacdo de 11 compostos monoaromaticos,
o que ¢ uma forte evidéncia da capacidade do consorcio A3 em degradar esses compostos. Sao
eles: aminobenzoato, benzoato, caprolactama, clorociclohexano e clorobenzeno, etilbenzeno,
fluorobenzoato, tolueno, o-xileno, m-xileno e p-xileno. A via de degradacdo do benzoato, inclui
também uma etapa de degradacdo do benzeno. Note-se, portanto, que entre esses compostos

aromaticos temos os quatro compostos que constituem o grupo conhecido por BTEX, acrénimo



84

que d4 nome ao grupo de compostos formado pelos hidrocarbonetos: benzeno, tolueno, etilbenzeno

e os xilenos (o-xileno, m-xileno e p-xileno).

5.6.1.1.  Degradacdo de BTEX pelo consorcio A3

Para as andlises sobre as vias de degradagdao de xenobidticos, a via esquemadtica de
degradacdo do composto (obtidas a partir do KEGG) sera apresentada, acrescentando-se algumas
modifica¢des quando necessario. Para padronizar as apresentacdes na figura esquematica da via,
todas as enzimas representadas nas caixas de EC number na cor verde representam as proteinas
que foram identificadas pelas analises protedmicas do consércio A3. As em cores amarela ou
laranja representam algum destaque sobre alguma enzima que nao foi encontrada no consoércio A3.
As linhas de contorno vermelho indicam as principais rotas de quebra do xenobidtico em questao.
Pontos vermelhos representam compostos intermedidrios que se pretende destacar. A reagdo entre
duas setas verdes indica a quebra de um anel aromatico (figura 09). Todos os esquemas ampliados

foram incluidos no apéndice 01.
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Figura 09: Via de degradacio do benzoato (map00362). Modificada a partir do KEGG.
I — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; AB — A. baumannii; BC — B. cenocepacia; CT
— C. taiwanensis. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas detectadas no consorcio A3,
e amarela ou laranja, enzimas importantes ndo encontradas. Linhas de contorno vermelho sdo as
principais rotas de quebra do xenobidtico. Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via. As
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setas verdes indicam a formag¢do de um produto a partir da quebra de um anel aromatico (substrato)
ao longo da via.

Foram encontradas 28 proteinas envolvidas na degradacdo dos BTEXs. A via em que
concentrou o maior numero delas foi a do benzoato, que inclui a degradagdo de benzeno. Para essa
via foram descritas 25 proteinas, sendo que algumas delas receberam codigo Uniprot ou nomes
diferentes, porém na triagem junto ao KEGG aparecem executando a mesma fun¢do nessa via.
Essas 25 proteinas participam em 11 rea¢des quimicas na via do benzoato (figura 09).

Seguindo a reagdo a partir do qual o benzoato/benzeno gera catecol (setas laranja) na figura
11, foi identificada uma importante enzima envolvida na degradacdo de aromatico: Catechol 1,2-
dioxygenase (EC: 1.13.11.1). Ela ¢ responsavel pela abertura do anel aromaético, e ¢ classificada
como uma dioxigenase, uma das mais importantes classes de enzimas relacionadas a degradacao

de compostos aromaticos (figura 10).
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Figura 10: Ampliacio de partes da via degradacio do benzoato (map00362) -
Destaque Catechol 1,2 dioxygenase (EC: 1.13.11.1). Modificada a partir do KEGG.

De acordo com a literatura, duas enzimas sdo responsaveis pela quebra do catecol:
dioxigenase intra-diol (catecol 1,2 -dioxigenase — EC: 1.13.11.1) e dioxigenase extra-diol (catecol
2,3-dioxigenase — EC: 1.13.11.2). Elas promovem a quebra do anel aromatico pela adi¢do de
moléculas de oxigénio. A dioxigenase catecol 1,2 -dioxigenase converte o catecol em acido cis,
cis-muconico, enquanto a catecol 2,3-dioxigenase converte o catecol em semialdeido 2-
hidroximucénico. O produto dessas duas reagdes serd um hidrocarboneto linear, (4cidos
carboxilicos e/ou aldeidos) que serd convertido nas etapas seguintes a acetil-CoA, e em seguida,
entra no sistema metabodlico central da bactéria, como o ciclo de Krebs. A degradacdo completa

dos compostos de hidrocarbonetos pela bactéria produzird ATP como fonte de energia para o
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metabolismo da bactéria. Essas vias também produzem CO; e H>O como subprodutos, uma vez
que ocorrem sob a condi¢do aerdbia (Imron et al., 2020).

Os passos seguintes a partir da abertura intra-diol do anel aromatico pela catecol 1,2 -
dioxigenase (EC 1.13.11.1), baseado nas demais proteinas identificadas para essa rota, parecem
indicar que o composto entra no ciclo de Krebs a partir da formagao de Succinil — CoA e Acetil —
CoA. Tal conclusdo se baseia na identificagdo de 05 proteinas (36, 43, 131, 133 e 214 na tabela 12)
que atuam em 02 reagdes (EC: 2.8.3.6 ¢ 2.3.1.16) que antecedem a formac¢do Succinil — CoA e
Acetil — CoA a partir de reacdes originadas a partir de cys-cys-muconato.

A enzima Catechol 1,2-dioxygenase (EC: 1.13.11.1) foi identificada apenas em B.
cenocepacia, nas amostras intra e extracelular. Porém, a presenca de 2-Hydroxymuconic
semialdehyde dehydrogenase (EC: 1.2.1.85), identificada apenas para C. taiwanensis (figura 11),
que reage sobre o 2-hidroximuconato semialdeido (produto da quebra extra-diol do catecol) sugere
que C. taiwanensis seja capaz de produzir também a outra dioxigenase, a Catechol 2,3-dioxygenase
(EC: 1.13.11.2) (caixas amarelas, figura 11). Seguindo esse raciocinio o catecol seria processado
pela 2,3-dioxigenase (EC: 1.13.11.2) e convertido em 2-Hidroximuconato semialdeido, que seria
por sua vez, convertido em 2-Hidroximuconate pela 2-Hidroxmuconic semialdehyde

dehydrogenase (EC: 1.2.1.85), a enzima que foi encontrada em C. taiwanensis.

.
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Figura 11: Ampliacio de partes da via degradac¢io do benzoato (map00362) - destaque
Catechol 2, 3 dioxygenase (EC: 1.13.11.2). Modificada a partir do KEGG.

Um isolado bacteriano degradador de fenol, C. taiwanensis R186, foi usado para degradar
fenol em solug¢do aquosa. A primeira etapa da biodegradagdo do fenol envolve a oxidacdo do
catecol pela catecol dioxigenase, seguida por sua metaclivagem para produzir 2-hidroximuconato

semialdeido como intermediario (Chen ef al., 2008). A metaclivagem do catecol ¢ realizada pela
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catecol 2,3-dioxigenase (Van Schie ef al., 2000). Essa evidéncia torna ainda mais forte a hipdtese
de que C. taiwanensis do consorcio A3 também ¢ capaz de produzir a catecol 2,3-dioxigenase. O
que tornaria o consoércio A3 capaz de produzir as duas mais importantes dioxigenases envolvidas
na quebra de anéis aromaticos.

A segunda parte da via (a partir de benzoil-CoA, seta roxa, figura 09) consiste na via de
degradacdo anaerdbia do benzoato. Compostos aromadticos estruturalmente diversos sio
processados por bactérias por meio de vias de degradagdo periférica para formar benzoil coenzima
A (benzoil-CoA), que ndo necessita de oxigénio para sofrer a quebra o anel aromético (Hirakawa
et al.,2015). A benzoil-CoA ¢ um intermediério central no catabolismo anaerébico da maioria dos
compostos aromaticos (Leuthner e Heider, 2000).

Para essa parte da via foram identificadas 21 proteinas (1, 26, 28, 30, 31, 36, 130, 131,132,
133, 214, 215, 328, 329, 330, 335, 607, 612, 624, 689, 845 na tabela 12) que atuam em 07 reacdes
diferentes na etapa que degradacdo do benzoato. A reacdo de quebra do anel aromatico, na auséncia
de oxigénio nessa via, ¢ realizada por uma enzima que foi encontrada apenas em C. faiwanensis
(intra e extracelular). Tal reagdo converte 2-Ketocyclohexane-1-carboxyl-CoA em Pimeloil-CoA, e

¢ catalisada pela 1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-CoA synthase (EC: 3.1.2.-) (figura 12).
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Figura 12: Ampliacio de partes da via degradac¢io do benzoato (map00362) - destaque
quebra anaerdbica. Modificada a partir do KEGG.

As demais reagdes da via convertem o pimeloil-CoA em acetil-CoA e CO2, que sdo
catalisadas por enzimas encontradas em pelo menos duas bactérias do consorcio, nas amostras intra
e extracelular. A via de degradagdo anaerdbica do benzoato envolve uma desaromatizagdo de

benzoil-CoA pela benzoil-CoA redutase seguida por uma p-oxidacdo do produto reduzido,
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ciclohex-1-enecarboxil-CoA. Isso culmina em uma clivagem do anel que gera pimeloil-CoA que ¢
posteriormente degradado em trés unidade de acetil-CoA e um CO- (Hirakawa et al., 2015).
Portanto, a quebra de benzoato/benzeno pelo consorcio A3 parece seguir duas rotas (figura
13): 1%) Aerobica, que envolve a ortoclivagem do catecol — e uma possivel metaclivagem por C.
taiwanenses — ¢ termina com a formagao succinil — CoA ¢ acetil — CoA, dois intermediarios do
clico de Krebs; 2*) Anaerdbica, com a quebra do anel aromatico para formacdo pimeloil-CoA e
culmina na formacao acetil — CoA. Evidéncias encontradas sugerem a existéncia de uma terceira
rota (metaclivagem), porém a enzima-chave nessa rota ndo foi identificada. Quanto aos
microrganismos, C. taiwanensis aparece realizando 10 das 11 reagdes encontradas para essa via,
sendo 3 delas exclusivas para essa espécie, que inclui a propria clivagem do anel aromatico na
auséncia de oxigénio. A B. cenocepacia aparece em 8 reagoes, sendo 1 delas exclusiva, e envolve
a quebra do anel aromatico na presenga de oxigénio. E finalmente, 4. baumannii envolvida em 5
reacdes, nenhuma exclusiva. Além disso, € possivel perceber o sinergismo entre as espécies
presentes no consorcio. A exemplo disso podemos citar as quebras de anel aromético. A quebra
do anel ¢ realizada por uma tnica bactéria, porém as reagdes seguintes podem catalisadas por
enzimas que foram encontradas para duas ou trés espécies. Isso sugere a capacidade das espécies
atuarem de modo conjunto para degradar completamente um determinado composto ou torna-lo

menos toxico.

Via Aerédbica Via Anaerdbica
Catechol 1,2- Catechol 2,3- 1,4-dihydroxy-2-
dioxygenase dioxygenase naphthoyl-CoA synthase

Ortoclivagem

Metaclivagem
??

Succinil—CoA e
Acetil — CoA

Succinil—CoA e
Acetil - CoA

Quebra do anel
aromatico

Acetil-CoAe
co,

Figura 13: Esquema das rotas de quebra do benzoato pelo consércio A3. Verde -
enzimas-chave da via (identificadas); Azul — mecanismo de quebra e produto final da via; Amarelo
— enzima-chave da via (ndo identificadas), seguido da reacdo e produtos finais (em branco).

Para via de degradagdo do tolueno, foram identificadas 04 proteinas que atuam em 05
reacdes na via de degradagdo desse composto (figura 14). A ocorréncia dessas enzimas, sugerem
dois caminhos para a degradag¢do do tolueno, de acordo como o microrganismo que estamos

tratando.
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Figura 14: Via de degradacao do tolueno (map00623). Modificada a partir do KEGG. 1
— Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; AB — A. baumannii; BC — B. cenocepacia; CT —
C. taiwanensis. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas, € amarela ou
laranja, enzimas importantes ndo encontradas. Linhas de contorno vermelho sdo as principais rotas
de quebra do xenobidtico. Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via. As setas verdes
indicam a formacao de um produto a partir da quebra de um anel aromatico (substrato) ao longo
da via.

Em A. baumannii e C. taiwanensis, a identifica¢do de Benzaldehyde dehydrogenase II (EC:
1.2.1.28) e NAD-dependent aldehyde dehydrogenase (EC: 1.2.1.28), sugere que o tolueno tende a
sofrer quebras até se tornar 3-hidroxibenzoato ou o proprio benzoato, que seguiriam direto para via
de degradacdo do benzoato (figura 15). J& em B. cenocepacia, a presenca da Catechol 1,2-
dioxygenase (EC: 1.13.11.1) sugere que o tolueno ird formar de 4-Metil-3-oxoadipato, produto que
ndo interage com mais nenhuma via metabdlica descrita no KEGG (figura 14). Porém, ¢ sabido
que o 3-oxoadipato na presenca de NAD+ ¢ convertido em maleilacetato, intermediario da via do
benzoato. Contudo, ndo se tem evidéncias de que o mesmo acontece para o oxoadipato metilado,

bem como a perda da metilagdo e como essa reagdo ocorreria.
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Figura 15: Amplia¢do de partes da via degradacio do tolueno (map00623) - destaque
formacao de benzoato. Modificada a partir do KEGG.

A presencga de Carboxymethylenebutenolidase (EC: 3.1.1.45), também em B. cenocepacia
(altimas reac¢do na parte inferior da figura 14) sugere a conversdo do tolueno em outros dois
produtos que ndo sdo intermedidrios de outras vias metabdlicas, de acordo com o KEGG. Temos,
portanto, A. baumannii e C. taiwanensis provendo a transformacdo dos intermediarios da via do
tolueno em produtos que vao prosseguir para via de degradag¢do aerdbica do benzoato, e B.
cenocepacia formando compostos que ndo tem relagdo com outras vias metabdlicas descritas.
Outro aspecto chama atencdo para essa via. A. baumannii e C. taiwanensis aparecem atuando
diretamente na degradacdo do tolueno, enquanto que B. cenocepacia aparece atuando apenas nas
vias mais periféricas onde o tolueno aparece sulfonado ou clorado (tolueno-4-sulfonato e 2.4
dicloro-tolueno).

Ainda em relagdo a essa via do tolueno, uma unica monooxigenase com EC:1.14.13.236 e
1.14.13.- aparece realizando 3 reagdes da quebra do tolueno (figura 14, caixas laranjas). As
monooxigenases sdo enzimas que catalisam a inser¢@o de um unico atomo de oxigénio do Oz em
um substrato organico. Entre as enzimas que tem relacdo como a degradacdo de xenobidticos foi
identificada para A. baumannii uma provavel monooxigenase de mesmo EC number (1.14.13.-),
porém dependente de flavina, a Probable FAD-binding monooxygenase AlmA com 56 kDa. Essa
provavel monooxigenase estd intimamente envolvida na oxidagdo de alcanos de cadeia longa
(Throne-Holst et al., 2007; Liu ef al., 2021). A agdo dessa enzima em especifico envolvendo a
degradagdo de tolueno ndo foi relatada. Isso provavelmente seja explicado pelo fato das

monooxigenases serem altamente quimio-, regio- e/ou enantiosseletivas (Pazmifo et al., 2010).
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Para degradacao de etilbenzeno foram identificadas duas enzimas da tltima etapa da via de
degradagdo, todas em C. faiwanensis em amostra intra e extracelular. A Acetyl-CoA C-
acyltransferase (EC: 2.3.1.16) e a Beta-ketoadipyl CoA thiolase (EC: 2.3.1.16) executam o mesmo
passo via de degradacdo do etilbenzeno. Ambas convertem o benzoilacetil-CoA em benzoil-CoA
e acetil-CoA. O primeiro, entra na via de degradacdo anaerdbica do benzoato (2° rota proposta aqui
anteriormente na via do benzoato), que conta com a agdo de 21 proteinas envolvidas, e o segundo,
¢ intermediario do metabolismo central (figura 16). Por essa via, o benzoil-CoA ¢ clivado em

hidrocarbonetos de cadeia curta seguido por mineraliza¢ao passo a passo para CO> (Li et al., 2021).
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Figura 16: Via de degradacio do etilbenzeno (map00642). Modificada a partir do
KEGG. I — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; CT — C. taiwanensis. Caixas de EC
number na cor verde indicam enzimas encontradas, e amarela ou laranja, enzimas importantes nao
encontradas. Linhas de contorno vermelho sdo as principais rotas de quebra do xenobidtico. Pontos
vermelhos sd3o compostos importantes na via.

E fechando a degradagdo dos BTEXSs, analisaremos a via de degradacao dos xilenos (o-, m-
e p-xileno) (figura 17). Foram identificadas 3 enzimas para degradacao do xileno, duas delas podem

executar um dos primeiros passos da rea¢do de quebra das trés formas de xileno.
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Figura 17: Via de degradacao de p-, 0-, e m-xileno (map00622). Modificada a partir do
KEGG. 1 — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; AB — 4. baumannii; CT — C.
taiwanensis. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas, € amarela ou laranja,
enzimas importantes ndo encontradas. Linhas de contorno vermelho sdo as principais rotas de
quebra do xenobiotico. Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via. As setas verdes
indicam a formacao de um produto a partir da quebra de um anel aromatico (substrato) ao longo
da via.

Em A. baumannii foi encontrado a Benzaldehyde dehydrogenase Il (EC: 1.2.1.28), com 49
kDa, e em C. taiwanensis foi identificada a NAD-dependent aldehyde dehydrogenase (EC:
1.2.1.28), com 55 kDa. Essas duas enzimas estdo envolvidas também na degradagdo do tolueno
como ja foi citado. Em xileno, ambas reagem sobre seus respectivos substratos para formagao de
o-, m- e p-metilbenzoato (figura 18). Embora identificadas com nomes diferentes, o KEGG
Orthology classifica as duas enzimas com o mesmo codigo (K00141) benzaldeido desidrogenase

(NAD).
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Figura 18: Ampliacdo de partes da via degradac¢io do xileno (map00623) - destaque
formacao de metilbenzoato. Modificada a partir do KEGG
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A terceira enzima identificada para degradacdo de xileno, foi a 2-Hydroxymuconic
semialdehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.85), encontrada apenas em C. taiwanensis. Na via de
degradagdo do p-xileno, a 2-Hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase realiza a reagdo
imediatamente posterior a executada pela catecol 2,3 dioxigenase (caixas amarelas, figura 14), que
promove a quebra do anel aromatico. Ou seja, catecol 2,3 dioxigenase produz o substrato para a
reacdo da 2-Hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase. Isso reforca nossa hipotese, quando
trativamos da via do benzoato, que a catecol 2,3 dioxigenase também ¢ produzida por C.
taiwanensis. Podendo ser, inclusive, as duas codificadas em um tnico operon, a exemplo do que
acontece em Paenibacillus sp. Essa mesma desidrogenase encontrada ¢ codificada em
Paenibacillus sp. JJ-1b pelo gene praB presente em um operon que codifica 6 outras enzimas
envolvidas na degradacdo do xileno. Um dos genes desse operon ¢ o praAd, que codifica a catecol
2,3 dioxigenase (Kasai et al., 2009). Os produtos finais da via de degradacao do xileno podem ser
o piruvato, intermediario da via glicolitica, e propanoil — CoA, que entra na via do propanoato.

Em resumo, temos C. taiwanensis e A. baumannii produzindo proteina capazes de realizar
um passo inicial na via de degradacao de todas as isoformas de xileno. Em um passo posterior, C.
taiwanensis produz enzima que reage com o produto da reagdo catalisada por catecol 2,3
dioxigenase, refor¢cando que a presenca dessa enzima na espécie. B. cenocepacia parece nio ter

envolvimento nessa via.

5.6.1.2.  Degradacgdo de outros compostos monoaromdticos pelo consorcio A3

Além dos BTEXs, o consoércio A3 consegue metabolizar outros compostos aromaticos,
entre eles clorociclohexano e clorobenzeno. Esses compostos aromaticos clorados, sdo em sua
maioria derivados dos inseticidas organoclorados usados na agricultura. Embora proibidos na
maioria dos paises nos ultimos 20 anos, os métodos avangados para o tratamento eficaz de seus
residuos em aguas naturais ainda sdo motivo de interesse devido a sua grande persisténcia. Os
produtos de degradacao intermediarios desses inseticidas sdo classificados nas seguintes categorias
quimicas: clorociclohexanos, clorociclohexenos, clorobenzenos, clorofendis, cloropropanos,
cloropropanonas e o isomero pentaclorociclohexanona (Konstantinou e Albanis, 2003).

Para a via de degradagdo desses dois compostos foram identificadas 3 enzimas, todas em
B. cenocepacia, amostra intra e extracelular. Uma delas, a Carboxymethylenebutenolidase (EC:

3.1.1.45), aparece executando 5 reacdes nas vias de degradacdo dos mais variados aromaticos
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clorados (figura 19). Todas as reagdes dessa enzima, independente do substrato que esteja

convertendo, leva a formacdo de maleilacetato, que ¢ um intermediario, da via de degradacao

aerdbica do benzoato (figura 09). E isso ¢ um indicativo de que a degradacdo desses compostos

aromaticos clorados pelo consércio A3 pode resultar na formacao de suc

cinil-CoA e acetil-CoA,

gerando com isso carbono e energia para as células. Mais uma vez o sinergismo entre as espécies

do consorcio pode ser observado: B. cemocepacia atua sobre os organoclorados, que sio

convertidos em subprodutos da via do benzoato, e 14 eles podem ser co

enzimas das outras espécies, como ja descrito anteriormente.
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Figura 19: Via de degradacdo de clorociclohexano e clorobenzeno (map00361).
Modificada a partir do KEGG. 1 — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; BC — B.
cenocepacia. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas Pontos vermelhos
sdo compostos importantes na via. As setas verdes indicam a formac¢ao de um produto a partir da

quebra de um anel aromatico (substrato) ao longo da via.

A Catechol 1,2-dioxygenase (EC: 1.13.11.1) também aparece nessa via executando duas

reacdes de quebra de anéis aromaticos do 4-Clorocatecol e do Tetraclorocatecol. As etapas

seguintes de quebra do primeiro composto levam a formacdo de maleilacetato, como ja

mencionado, e para o segundo composto o ocorre a formagao de 2,4-Dicloro-3-oxoadipato e COsx.

E finalmente, a terceira enzima identificada, a Haloacetate dehalogenase (EC: 3.8.1.3) catalisa a
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ultima reagdo na quebra do 1,2,4-Triclorobenzeno. Por essa reagdo, o cloroacetato é convertido em
glicolato, que entra na via do glioxilato. O ciclo glioxilato permite que as células convertam duas
unidades de acetil-CoA geradas por varios processos catabdlicos em unidades C4 (succinato) que
podem ser usadas para repor o ciclo de Krebs ou para funcionar como precursores da biossintese
de aminodcidos ou biossintese de carboidratos. Assim, o ciclo de glioxilato serve como um elo
entre as atividades catabdlicas e as capacidades biossintéticas, permitindo que as células utilizem
acidos graxos ou unidades de C2, como etanol ou acetato, como Unica fonte de carbono (Kunze et
al., 2006). Algumas bactérias quando cultivadas na presenca de xenobiodticos utilizam
preferencialmente a via do glioxilato para obtencao de energia, como € o caso da P. putida KT2440
quando cultivada na presenca de fenol (Guazzaroni ef al., 2013).

Pelos resultados obtidos, sugere-se que o consorcio A3 ¢ capaz de degradar fluorobenzoatos
(Figura 20). A reacdo principal de quebra dessa molécula é também a abertura do anel benzénico.
A catecol dioxigenase (EC: 1.13.11.1) encontrada em B. cenocepacia consegue realizar essa
quebra. A acdo da enzima ¢ demandada em dois pontos da via. No primeiro, promove a abertura
intra-diol do anel aromatico de 3 — fluorocatecol, proveniente das modificagdes de 2-fluorbenzoato
ou 3-fluorbenzoato. Sua outra a¢ao é converter o 4 — fluorocatecol advindo de fluorobenzoato ou
4-fluorbenzoato. Os produtos dessas duas quebras sdo 2- ou 3-fluoro-cis, cis-muconato. No final
da via foi encontrada também outra enzima. Carboxymethylenebutenolidase (EC: 3.1.1.45), capaz
de produzir o maleilacetato, o qual entra na via do benzoato que, como ja descrito, podera ser
convertido em energia para célula. A Carboxymethylenebutenolidase (EC: 3.1.1.45) também foi
identificada apenas em B. cenocepacia. Nao foram encontradas enzimas de A. baumannii e C.
taiwanensis participando nessa via (figura 20).

Os produtos quimicos fluorados sdo xenobidticos proeminentes utilizados em aplicagdes
farmacéuticas, agricolas e outras aplicagdes industriais devido a sua estabilidade térmica,
lipofilicidade aprimorada e capacidade de suprimir a desintoxicagdo metabolica, aumentando assim
o tempo de permanéncia in vivo (Natarajan et al., 2005). A presenca de compostos organicos
fluorados no meio ambiente aumentou drasticamente como resultado do aumento significativo na
producdo de uma ampla gama de produtos farmacéuticos e agroquimicos fluorados desenvolvidos

devido as propriedades unicas e desejaveis do fluor (Misiak et al., 2011).
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Figura 20: Via de degradacio de fluorobenzoato (map00364). Modificada a partir do
KEGG. 1 — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; BC — B. cenocepacia. Caixas de EC
number na cor verde indicam enzimas encontradas. Pontos vermelhos sdo compostos importantes
na via. As setas verdes indicam a formagao de um produto a partir da quebra de um anel aromatico
(substrato) ao longo da via.

Também foi verificada a presenca de enzimas capazes de degradar aminobenzoatos no
consorcio A3. Para essa classe de compostos foram identificadas 6 enzimas atuando em 7 reagdes
na via de degradacao (figura 21). A primeira delas, a Probable FAD-binding monooxygenase AlmA
(EC: 1.14.13.-), enzima da classe das monooxigenases que realiza os dois passos iniciais para

quebra da tiobenzamida. As oxida¢des seguidas transformam esse composto em benzonitrila, que

sofre algumas reacdes até se tornar benzoato.
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Figura 21: Via de degradacio de aminobenzoato (map00627). Modificada a partir do
KEGG. 1 — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; AB — 4. baumannii; BC — B.
cenocepacia; CT — C. taiwanensis. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas
encontradas. Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via.

Ac¢d0 da NAD-dependent aldehyde dehydrogenase (EC:1.2.1.28) de C. taiwanensis e A.
baumannii, ou Benzaldehyde dehydrogenase Il (EC:1.2.1.28) de A. baumannii na rota de (S) —
Mandelato produz benzoato, na rota de (S)-4-Hidroxi-mandelato produz 4-Hidroxi-benzoato, e
ambos entram na via de quebra do benzoato. Pela via do cloropropano-carboxilato foram
encontradas as enzimas Enoyl-CoA hydratase (EC: 4.2.1.17) e Enoyl-CoA hydratase/carnithine
racemase (EC: 4.2.1.17), de C. taiwanensis € B. cenocepacia, que tem agao sobre o crotonoil-CoA,

intermediario da via de degradacdo do benzoato. Finalmente, pela via do 3-nitrofenol, a Glutamine
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synthetase (EC: 5.4.4.3) de C. taiwanensis modifica o 3-hidroxiaminofenol. Produto final nessa via

¢ o 1,2,4 — benzenotriol, também intermediario na via de degradacao do benzoato.

5.6.2. Degradacio de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

Para a classe de hidrocarbonetos poliarométicos, uma unica enzima foi encontrada para a
via de degradacdo do naftaleno. Uma alcool desidrogenase encontrada em B. cenocepacia atua na

via de degradagdo desse composto, a Putative alcohol dehydrogenase (EC: 1.1.1.1) (figura 22).
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Figura 22: Via de degradacio de naftaleno (map00627). Modificada a partir do KEGG.
I — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; AB — 4. baumannii; Caixas de EC number na
cor verde indicam enzimas encontradas. Linhas de contorno vermelho sdo as principais rotas de
quebra do xenobiotico. Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via.

Essa enzima participa em duas vias distintas que geram produtos intermedidrios diferentes
e entram em outras vias metabolicas também distintas. Por exemplo, na reagdo em que essa alcool
desidrogenase atua na via de 1 — metilnaftaleno, ela converte 1 — hidroximetil-naftaleno em 1-

naftaldeido. O produto final dessa via € o catecol, que pode ser quebrado aerobiamente na via do
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benzoato, ou gentisato que entra para o metabolismo da tirosina. J4 na outra via do 2 —
metilnaftaleno, converte 2 — hidroximetil-naftaleno em 2 -naftaldeido, e o produto final da via é o
1-hidrox-2-naftanoato que entra na via degradacdo do xileno.

O naftaleno ¢ o composto de PAH mais simples e biodegradavel que consiste em dois anéis
aromaticos fundidos. Por ser o composto de PAH mais simples, também ¢ encontrado em
abundancia devido aos processos de degradagdo natural de compostos de PAH mais complexos
encontrados em 6leos crus. E a molécula de PAH mais solavel e pode ser encontrada adsorvida ao
solo e em solu¢do em areas imidas contaminadas por derramamentos industriais ou de transporte.
E um poluente prioritario de acordo com o EPA/US devido & sua conhecida toxicidade para formas
superiores de vida. P. putida pode metabolizar prontamente o naftaleno comecando com uma
reacdo mediada por dioxigenase para formar cis-naftaleno dihidrodiol e eventualmente catecol

(Purwaningsih et al., 2004).

5.6.3. Degradacao de hidrocarbonetos alifaticos

Considerando entdo que a degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos estd intimamente
relacionada a f-oxidag@o de acidos graxos, incluimos na nossa analise todas as proteinas desta via.
Foram identificadas 29 proteinas que estdo relacionadas com degradacdo de acidos graxos (figura
23), e podem realizar as quatro reagdes da via que se repetem até a completa degradacio da cadeia
carbonica do 4cido graxo. Considerando as trés espécies do consorcio, todas as proteinas da via de
p-oxidagdo foram encontradas. Separadamente, apenas em B. cenocepacia ndo foi identificada a
proteina da primeira reagdo da via (EC: 1.3.8.7 ou 1.3.8.8 ou 1.3.99.-). Essa rea¢ao inicial envolve
uma das acil-coA desidrogenase que introduz uma ligagdo dupla na posi¢ao C2 do acido graxo,
produzindo ésteres 2-enoil-coA (Adeva-Andany et al., 2019).

A quantidade de proteinas encontradas para as trés espécies, considerando toda a via de
degradacdo, foi de 15 para C. taiwanensis, 14 para A. baumannii e 09 para B. cenocepacia. O
esquema representativo das proteinas encontradas e sua procedéncia em relagdo as amostras e aos
organismos onde foram rastreadas estdo indicados na figura 23.

Além das proteinas que atuam diretamente na f-oxidacdo dos &cidos graxos, outras
proteinas diretamente envolvidas na conversdo de alcanos foram identificadas. A primeira reagdo
da etapa de conversdo dos alcanos ¢ sua conversao a um alcool (Imron et al., 2020). Essa etapa ¢

catalisada por uma alcano 1-monooxigenase (EC: 1.14.15.3) (caixas EC amarelas, figura 23) e duas
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outras proteinas acessorias, a rubredoxina (EC: 1.18.1.3) (caixa EC laranja, figura 23) e
rubredoxina redutase (EC: 1.18.1.1). As duas primeiras nao foram encontradas em nossas analises,
apenas a Rubredoxin-NAD(+) reductase (EC:1.18.1.1). O papel dessa enzima em especifico ¢
reduzir a rubredoxina por oxidacdo de NADPH, e a rubredoxina reduzida, por sua vez transfere os

elétrons para a alcano monooxigenase.
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Figura 23: Via de degradacao acidos graxos (map00071). Modificada a partir do KEGG.
I — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; AB — A. baumannii; BC — B. cenocepacia; CT
— C. taiwanensis. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas, e amarela ou
laranja, enzimas importantes ndo encontradas. Linhas de contorno vermelho representa a via de f-
oxida¢ao dos acidos graxos. Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via.

Existem dois genes de alcano monooxigenase anotados, chamados alkBl e alkB2, no
genoma de Alcanivorax borkumensis (Schneiker et al., 2006). Alcano hidroxilase-1 (AlkB1) oxida

eficientemente alcanos de cadeia média entre C5-C12, enquanto alcano hidroxilase-2 (AlkB2)
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oxida alcanos de cadeia entre C8-C16. Ambos AlkB1 e AlkB2 sdo monooxigenases diferro e atuam
na membrana das células. Essas enzimas tém potencialmente inlimeras aplica¢des na transformagao
de hidrocarbonetos (Eidani et al., 2011). Duas proteinas acessorias, rubredoxina e rubredoxina
redutase, fornecem o equivalente redutor da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido
(NADPH) para as hidroxilases. A rubredoxina redutase catalisa a redu¢do da rubredoxina por
oxidacdo de NADPH, e a rubredoxina transfere os elétrons para a hidroxilase de alcano. Essas
proteinas todas assumem o papel na hidroxilacdo de diferentes alcanos lineares ou ramificados
(Miri et al., 2010).

Apesar do sistema AlkB nao ter sido encontrado completo, as demais proteinas encontradas
para via dos alcanos sugerem fortemente a capacidade de A. baumannii do consércio A3 em
metabolizar alcanos. A Putative alcohol dehydrogenase (EC: 1.1.1.1) ¢ uma enzima que realiza a
etapa seguinte de degradacao de alcanos nesse sistema. Ela foi encontrada também apenas em A.
baumannii. E responsavel pela transformagdo do alcool formado em aldeido. E a proteina
responsavel por converter o aldeido em acido graxo ¢ uma aldeido desidrogenase (EC: 1.2.1.3).
Foi encontrada uma unica NAD-dependent aldehyde dehydrogenase (EC: 1.2.1.3) em B.
cenocepacia capaz de realizar essa tltima reacdo no sistema.

Outra enzima encontrada que tem ligagdo direta com a degradagdo de alcanos foi a
Probable FAD-binding monooxygenase AlmA (EC: 1.14.13.-). Essa ¢ uma monooxigenase
relacionada a familia A/mA de ligagdo a flavina que esta envolvida na degradagcdo de uma ampla
gama de alcanos de cadeia longa (Zadjelovic et al., 2020). O gene a/lmA de Alcanivorax dieselolei
B-5 foi expresso de maneira heterdloga em P. fluorescens KOB2A1 e os niveis de expressdo de
mRNA a/mA aumentaram na preseng¢a de n-alcanos de cadeia longa (C2-Cse) € além disso, alcanos
ramificados (pristano e fitano) elevaram significativamente os niveis de expressao a/mA (Liu et al.,
2011).

Virios sistemas alcano hidroxilases podem coexistir em uma Unica bactéria. Pelo menos
duas alcano hidroxilases do tipo A/kB (AlkMa e AlkMb) e um do tipo 4/mA estdo presentes em
Acinetobacter sp. estirpe DSM17874 e sdo responsaveis pela degradacao de alcanos com diferentes
comprimentos de cadeia. Alcanivorax dieselolei B-5 pode degradar uma ampla gama de alcanos
(C5-C36), com quatro alcano hidroxilases, AlkB1, AlkB2, CYP153 e AlmA que podem ser co-

expressos na presenca de alcanos (Liu ef al., 2021). Nossos resultados sugerem a presenca de pelo
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menos dois sistemas de alcano hidroxilase, 4/kB e AlmA, garantindo a utilizagdo de n-alcanos de
uma ampla faixa de comprimento de cadeia, inclusive os ramificados.

E finalizando a analise de degradacao compostos alifaticos, foram encontradas evidéncias
da utilizacdo de cloroalcanos e cloroacenos por essas bactérias. As formas cis e trans do
Dicloropropeno podem sofrer acdo de duas enzimas encontradas, as ja citadas Putative alcohol
dehydrogenase (EC: 1.1.1.1), de A. baumannii, e a NAD-dependent aldehyde dehydrogenase (EC:
1.2.1.3) de B. cenocepatia. O produto final da via ¢ o acetaldeido que entra para o metabolismo do
piruvato. O 1,2 -dicloroetano também sofre a agdo pela aldeido desidrogenase e também pela
Haloacetate dehalogenase (EC: 3.8.1.3), também de B. cenocepatia (figura 24). O produto final

da via ¢ o glicolato, que entra para via do glioxilato.
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Figura 24: Via de degradacio de Degradacio de cloroalcano e cloroalceno (map00625).
Modificada a partir do KEGG. I — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; AB — A.
baumannii; BC — B. cenocepacia. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas.
Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via.
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5.7. MODELO DE DEGRADACAO DE XENOBIOTICOS PARA O CONSORCIO A3

Na figura 25 ¢é representada a associagdo entre as proteinas identificadas em cada espécie e
a sua atuacdo na degradacdao nos grupos de xenobidticos e dos acidos graxos. Os grupos foram
categorizados dessa forma: (1) — aromaticos; (2) — acidos graxos; (3) — alifaticos e (4) — outros
compostos. Associado a cada composto xenobidtico ou acidos graxos ¢ indicado o nimero total de
proteinas que foram encontradas participando na via de degradagdo para cada uma das trés espécies

do consorcio A3.

A. baumannii B. cenocepacia C. taiwanensis
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Figura 25. Relacio das proteinas de A. baumannii, B. cenocepacia e C. taiwanensis
associadas a degradaciio dos xenobidticos. (1) — Aromaticos; (2) — Acidos graxos; (3) — Alifaticos
e (4) — Outros compostos. Numeros associados aos compostos xenobidticos representam a
quantidade de proteinas identificadas nas vias e degradacao.

Entre os microrganismos, 4. baumannii € B. cenocepacia foram associados a degradacao
de todos os quatro grupos de compostos. Apenas em C. faiwanensis ndo foram encontradas
proteinas que tenham relacdo direta com a degradagdo de compostos alifaticos. No grupo dos
aromaticos, entretanto, essa espécie teve destaque. Para o benzoato, as quantidades de proteinas

por microrganismo indicam que C. taiwanensis ¢ a que tem mais proteinas associadas a essa via de
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degradacdo, com 13 proteinas no total, contra 6 em A. baumannii ¢ 8 em B. cenocepacia. C.
taiwanensis se destaca ainda nas vias do tolueno com 1 proteina, 2 para etilbenzeno, 2 para xileno
e 4 para aminobenzoato, totalizando, 22 proteinas com atuagdo direta em compostos aromaticos.
Ja A. baumannii aparece, além do benzoato, nas vias do tolueno (1), xileno, aminobenzoato (2) e
naftaleno (1), totalizando 10 proteinas atuando em aromaticos. B. cenocepacia também tem atuagao
em tolueno (1), clorociclohexano e clorobenzeno (3), aminobenzoato (1) e fluorobenzoato (2),
totalizando 15 proteinas que atuam nas vias dos compostos aromaticos.

Na degradacdo dos 4acidos graxos, A. baumannii e C. taiwanensis t€m as maiores
quantidades de proteinas, 13 e 11, respectivamente, contra 8 de B. cenocepacia. Entre os n-alcanos,
A. baumannii tem pequena vantagem em relacdo a B. cenocepacia, € a vantagem se inverte nos
alifaticos clorados. C. faiwanensis ndo apresentou enzimas nesses dois ultimos grupos. E
finalmente, no grupo quatro, que inclui degradagdo/atuacdo junto a outros compostos, € cuja
atuagdo ndo se encontra plenamente estabelecida, temos A. baumannii com 4 proteinas, C.
taiwanensis com 3 e B. cenocepacia com 1 proteina.

Observa-se uma tendéncia de preferéncia por determinada classe de compostos. A espécie
C. taiwanensis aparece com uma quantidade maior de proteinas envolvidas na degradagdo dos
compostos aromaticos, principalmente benzoato, enquanto que nao foram encontradas proteinas
com a associacdo a hidroxilagdo de n-alcanos ou ainda na etapa de conversao desses compostos em
acidos graxos. A via de B-oxidagdo desse, além de estar completa, aparece com uma quantidade
alta (comparada as demais) de proteinas identificadas. Os resultados sugerem que A. baumannii
estd mais associada com a degradacdo de alcanos/acidos graxos. Pois, apresentou as maiores
quantidades de proteinas envolvidas na degradacao de acidos graxos e foi a Uinica bactéria em que
foram encontradas proteinas responsaveis pela hidroxilacdo de n-alcanos, etapa essencial para
degradacdo desses compostos. Em relagdo aos aromaticos, embora apresente certa quantidade de
proteinas envolvidas na degradagdo desses compostos, ndo foram encontradas nenhuma delas
atuando em fungdes-chave, como por exemplo a quebra de um anel aromatico. Sua atuacdo se da
mais nas vias periféricas, onde acontece a conexao dessa via como a via do metabolismo energético
central, com a formagao de acetil-CoA, por exemplo. E finalmente, B. cenocepacia aparece ter boa
atuagdo tanto em aromaticos quanto alifaticos. Foi encontrada uma importante dioxigenase nessa
espécie para via de degradacdo de aromaticos e também uma enzima capaz de transformar um

aldeido em 4cido graxo na via de n-alcanos.
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Baseados nas enzimas que conectam as diferentes rotas metabdlicas propusemos uma rota
geral pelo qual o consorcio A3 degrada os xenobidticos aromaticos discutidos até agora.
Destacamos as enzimas que foram encontradas e que sdo responsaveis por reagdes enzimaticas
capazes de fazer a transicdo de composto entre uma via metabdlica e outra, e também algumas
enzimas importantes que ndo foram encontradas. Dessa maneira conseguimos relacionar 05 vias
metabolicas convergindo para o metabolismo energético central, na maioria dos casos pela via do
benzoato (figura 26). Baseado, principalmente nos produtos de chegada na via do benzoato,
propusemos 5 rotas distintas para degradacdo dos xenobiodticos. As trés primeiras rotas,
intimamente relacionadas com a via do benzoato, a 4* € a 5% rotas, ou ndo se conectam com a via

do benzoato ou nao foram encontradas na amostra as enzimas que fazem a conexao.
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Figura 26. Mecanismo geral de degradacio de compostos aromaticos pelo consorcio
A3. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas e amarela enzimas
importantes ndo encontradas. AB — A. baumannii; BC — B. cenocepacia; CT — C. taiwanensis. As
cores diferentes das setas tracejadas indicam as diferentes rotas de degradacao de um determinado
xenobiotico. A identificagdo das rotas (1* a 5*) estdo indicadas com as mesmas cores.

Pela 1% rota (setas brancas, figura 26), o produto de chegada é o proprio benzoato,
proveniente das vias do tolueno e do aminobenzoato. A enzima que conecta essas duas vias com a

via do benzoato ¢ a aldeido desidrogenase (EC: 1.2.1.28), responsavel por transformar benzaldeido
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em benzoato. O benzoato vai ser convertido em catecol nas etapas seguintes. Nao foram
encontradas as enzimas responsaveis para estas etapas. Entretanto, o passo seguinte a formagao de
catecol, € a quebra do anel aromdtico por uma dioxigenase (EC: 1.13.11.1). A enzima responsavel
por essa reagdo promove a quebra por entre os grupos hidroxilas do catecol (quebra intra-diol).
Propusemos a existéncia no consorcio A3 da enzima que também realiza a quebra extra-diol (EC:
1.13.11.2), devido ao fato da presenca de enzimas que reagem ao produto dessa quebra. A ultima
reacdo dessa rota proposta ¢ a formacao de 3-oxoadipil-CoA que vai ser convertido, pela agcdo de
uma acetiltransferase (EC: 2.3.1.16), em succinil-CoA e acetil-CoA que se conectam diretamente
com o metabolismo energético.

Pela segunda rota (setas em vermelho, figura 26), sdo conectados os produtos resultantes
da quebra de fluorobenzoato e de clorociclohexano e clorobenzeno com a via do benzoato. A
enzima responsavel por isso ¢ uma hidrolase (EC:1.1.1.35), que converte os subprodutos das vias
em questdo em maleilacetato. J4 na via do benzoato, o maleilacetato sofre apenas duas reagdes
antes de se tornar 3-oxoadipil-CoA e seguir os passos ja descritos para formar succinil-CoA e
acetil-CoA. Pela terceira rota (setas em laranja, figura 26) o etilbenzeno se conecta com a via do
benzoato. A reagdo de uma aciltransferse transforma o benzoacetil — CoA em benzoil — CoA e
acetil — CoA. Ja na via do benzoato, o benzoil — CoA perde as duplas ligagcdes do anel aromatico e
ganha um atomo de oxigénio ligado duplamente a um dos carbonos do anel de hexano. As enzimas
responsaveis por essas reagdes nao foram encontradas nas amostras analisadas, porém a reagdo que
quebra do anel de hexano foi identificada. Essa reacdo ¢ catalisada por uma hidrolase (EC: 3.1.2.-
), que vai gerar pimeloil-CoA. A reagdo catalisada por essa enzima acontece sem a necessidade de
oxigénio, 0 que caracteriza essa rota como anaerdbica. Nas sete reacdes seguintes para transformar
o pimeloil-CoA em acetoacetil-CoA apenas duas enzimas nao foram encontradas. A ultima reagao
que conecta a via do benzoato com o metabolismo energético ¢ catalisada por uma acetil transferase
que vai produzir duas moléculas de acetil — CoA.

A quarta rota conecta diretamente a via de degradacdo de clorociclohexano e clorobenzeno
com o metabolismo energético. A acdo de uma desalogenase (EC: 3.8.1.3) transforma o
cloroacetato em glicolato, que participa diretamente da via do glioxilato. Finalmente, a quinta rota
que propomos, tem como plano de fundo a via de degradagao do xileno. Essa ¢ a inica rota em que
ndo foram encontradas as enzimas que conectam xileno/benzoato/metabolismos energético. Foram

encontradas dentro da via de degradacdo do xileno duas enzimas. A primeira delas uma aldeido
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desidrogenase (EC: 1.2.1.28), que tem acao sobre as trés isoformas de xileno. A reagdo de abertura
do anel benzénico se da pela acdo de uma dioxigenase (EC: 1.13.11.2), que como ja mencionado
quando tratamos da 1? rota (quebra do benzoato), ndo foi detectada, porém com alta probabilidade
de ser produzida no consércio A3. O produto da acdo dessa enzima pode seguir caminhos diferentes
dependendo de qual isoforma de xileno esta sendo convertido. Se forem as isoformas o- e m-xileno,
o produto ira seguir sofrendo reacdes sucessivas até se conectar com o metabolismo energético
pela agdo de uma aldolase (EC: 4.1.3.43), que ird converter, em ultima etapa, o 4-Hidroxi-2-
oxohexanoato em piruvato e propanal. O primeiro entra no metabolismo central pela via glicolitica
e o segundo pela via do propanoato. Essa aldolase também ndo foi encontrada na amostra. Se a
quebra pela dioxigenase for em produto advindo de p-xileno, teriamos uma ligagdo com a via do
benzoato. Uma hidratase (EC: 4.1.2.80) faria essa conexdo ao produzir o 4-Hidroxi-2-
oxopentanoato, que se conecta com a via do benzoato pela rota de quebra extra-diol do catecol. A
conexdo com o metabolismo central se daria pela acdo de uma outra aldolase (EC: 4.1.3.43)
também ndo encontrada, que iria produzir piruvato e acetaldeido, intermediarios do metabolismo
energético.

Definimos também uma rota pela qual o consorcio A3 consegue metabolizar compostos
alifaticos. Basicamente essa rota segue o que ja foi descrito anteriormente quando tratamos de
degradacdo de alifaticos. Pelo esquema representativo da rota proposta (figura 27), os n-alcanos
sofreriam a hidroxilacdo inicial por dois sistemas, A/kB e AlmA. O primeiro seria o responsavel
pela hidroxilagdo de alcanos de cadeias carbonicas menores, enquanto A/mA seria responsavel pela
hidroxilagdo de cadeias de hidrocarbonetos maiores.

Para o sistema A/kB, foi encontrada apenas uma das enzimas, uma rubredoxina redutase
(EC: 1.18.1.1). Sao necessarias outras duas para hidroxilagdo dos alcanos por esse sistema. A
rubredoxina redutase ¢ um dos cofatores necessarios para fornecer os elétrons para o correto
funcionamento da enzima responsavel pela reacdo principal (Ramu et al., 2011). Apods a
hidroxilagdo, os n-alcanos seguiriam as etapas de conversao a aldeido e a acido graxo, e entrariam
em seguida na via de f$-oxidacdo com a formacdo de acetil — CoA em sequéncia. O processo
também acontece com as alcanos de cadeia longa, diferindo apenas na hidroxilagao inicial (Wentzel

et al., 2007). Para esses tipos de alcanos, estamos propondo a hidroxilacdo pelo sistema A/mA.
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Figura 27. Mecanismo geral de degradacio hidrocarbonetos alifaticos pelo consorcio
A3. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas e amarela enzimas
importantes ndo encontradas. AB — 4. baumannii; BC — B. cenocepacia; CT — C. taiwanensis

O gene almA codifica uma monooxigenase putativa da familia de ligagdo a flavina. Este
gene foi analisado em mais detalhes e encontrado para estar envolvido na utilizagdo de n-alcanos
com um comprimento de cadeia longa. almA representa o primeiro gene clonado que codifica uma
enzima especificamente envolvida na degradacdo de n-alcanos com cadeias de carbono maiores
que C3o. Genes homologos a a/mA foram identificados e clonados de Acinetobacter sp. RAG-1
Além disso, a analise de homologia de sequéncia sugeriu a presenga de enzimas semelhantes
também em outras espécies (Wentzel et al., 2007).

O processo exato de como as flavoproteinas monooxigenases codificadas especificamente
pelo gene almA oxidam os n-alcanos de cadeia longa permanece ainda obscuro. Entretanto, sabe-
se que essa familia de proteinas esta envolvida em uma variedade de processos bioldgicos que vao
desde a degradacdo da lignina até a biossintese de produtos naturais e desintoxicagdo de compostos
xenobidticos. Em termos gerais, essas sdo enzimas redox que usam um cofator de mononucleotideo
de flavina (FMN) ou dinucleotideo de flavina adenina (FAD) para ativar o dioxigénio (O2). Elas
catalisam a incorporacdo de um atomo de O: em um substrato e a redu¢do do outro atomo de
oxigénio em agua (Paul ef al., 2021).

A ocorréncia de microrganismos capazes de degradar uma ampla gama de compostos

xenobiodtico, como descrito para o consorcio A3, ndo ¢ incomum. A andlise metabolica das



109

sequéncias do genoma de Ancylobacter aquaticus UVS5 revelou as vias catabolicas para a
degradacdo do benzoato, 2,4-diclorobenzozato, fluorobenzoato, fltior, naftaleno e antraceno,
caprolactama, tetracloroeteno muito toxico, atrazina, 1,4-diclorobenzeno, bifenil, tolueno e xileno,
carbazol, etilbenzeno, 1,1,1-tricloro-2,2-bis (4-clorofenil) etano (DDT), estireno, gama-
hexaclorociclohaxano e bisfenol. A maioria dos produtos finais das vias acima sdo direcionados
para o ciclo de Krebs (Kumar et al., 2020), corroborando os resultados descritos para o consorcio

A3.

5.8. MAPAS METABOLICOS DAS ESPECIES DO CONSORCIO A3

Do mapa de 4. baumannii observa-se uma boa cobertura nas identificacdes de proteinas
para essa espécie. Foram identificadas todas as proteinas do metabolismo energético central, (parte
mais central no mapa A), e biossintese e degradagio de 4cidos graxos. E possivel perceber ainda
as conexdes que as vias de degradacao de xenobiodtico (parte inferior do lado esquerdo) fazem com
metabolismo energético central, principalmente ciclo de Krebs e via glicolitica. As vias
relacionadas ao metabolismo dos aminoacidos (lado direito do mapa A) apresentaram também boa
cobertura de proteinas, indicando que esse microrganismo estd conseguindo desenvolver suas
fungdes basicas. O metabolismo de aminoécidos indica que a sintese de proteinas estd acontecendo
mesmo na presenca unicamente do diesel como fonte de carbono e energia.

A andlise do mapa B (B. cenocepacia) ¢ possivel perceber algumas lacunas nas vias
glicolitica, ciclo de Krebs e biossintese e degradacdo de acidos graxos. Essa ultima, como ja
comentado anteriormente, encontra-se incompleta por ndo ter sido identificada uma enzima que
inicia da via de B-oxidagdo dos acidos graxos. Ja em relagdo do ciclo de Krebs, apenas uma enzima
responsavel por fazer a ligagdo da via glicolitica com o ciclo ndo foi encontrada, responsavel pela
conversdo do piruvato em acetil-CoA. E possivel perceber ainda, que para a espécie B.
cenonocepacia, nao existe até o momento, proteina anotada no KEGG capaz de realizar a pentltima
reacdo do ciclo de Krebs, responsavel por converter o malato em oxaloacetato. Pela via ¢ possivel
identificar que o malato ¢ convertido por uma malato sintase em glioxilato. Essa ¢ a via alternativa

ao ciclo de Krebs.
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Mapas A e B — Mapas de vias metabolicas de A. baumannii e B. cenocepacia. A — 510
proteinas de A. baumannii. B — 496 proteinas de B. cenocepacia. Codigos dos mapas no KEGG:
vias metabolicas (abc01100) e (bmj01100). Em vermelho (A) e roxo (B) vias onde atuam as
proteinas identificadas, em verde todas as proteinas anotadas no KEGG para a espécie.
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Algumas bactérias, quando cultivadas na presenca de xenobidtico utilizam vias alternativas
ao ciclo de Krebs para obtencdo de energia. Kurbatov et al. (2006) perceberam que algumas
enzimas do ciclo do TCA se mantinham em nivel de expressdao normal, enquanto enzimas de outras
vias metabdlicas tinham a sua taxa de expressao alterada, quando P. putida era cultivada com fenol
como fonte de carbono. Concluiram que no crescimento com fenol, o acetil-CoA estava sendo
metabolizado via glioxilato ao invés do ciclo TCA utilizando os produtos finais da degradagao do
fenol para fornecer metabdlitos (oxaloacetato, malato, piruvato e fosfoenolpiruvato) para as vias
anabolicas. No caso da B. cenonocepacia essa também ¢€ a hipdtese mais plausivel. As conexdes
do metabolismo energético e degradacdo de xenobidticos também ¢é perceptivel apos andlise do

mapa B, assim como a boa cobertura de proteinas relacionadas ao metabolismo de aminoécidos.

e Wl RS
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Mapas C — Mapas de vias metabdlicas de C. taiwanensis C — 290 proteinas de C.
taiwanensis. Codigos dos mapas no KEGG: vias metabolicas (cti01100). Em azul indicam as vias
onde atuam as proteinas identificadas, em verde todas as proteinas anotadas no KEGG para a
espécie.

O mapa metabolico para C. taiwanensis (mapa C) foi o que apresentou a menor cobertura
das vias metabolicas se comparada aos mapas das outras duas espécies, afinal foi a espécie que

teve a menor quantidade de proteinas identificadas. Aproximadamente 206 proteinas a menos que
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as outras espécies. Apesar disso, € possivel perceber muitas proteinas das vias glicolitica e ciclo de
Krebs, esse ultimo completo. E perceptivel também que a via do glioxilato também esté ativa nesse
microrganismo. A biossintese de acidos graxos teve menor cobertura entre as trés espécies, porém
a de degradacdo via B-oxidacdo estd completa. Sobre as conexdes das vias de degradacao de
xenobidticos com o metabolismo energético, temos algumas consideracdes. As conexdes estdo
presentes, e ainda ¢ possivel perceber que essa bactéria tem mais proteinas identificadas
relacionadas com as vias de degradag@o de xenobioticos que as duas outras bactérias, mesmo com
a diferenca expressiva no total de proteinas identificadas. Além desse fato, € possivel perceber que
existem mais proteinas anotadas no KEGG (vias em verde) para degradar xenobioticos nessa
espécie que nas outras duas.

O mapa D ¢ um dos mapa de sinergismos entre as espécies do consorcio A3 que representa
de forma ampliada a se¢do de proteinas identificadas que foram relacionadas com xenobidticos,
via glicolitica e clico de Krebs, além de outras vias que o0 KEGG inclui na categoria “metabolismo
microbiano em diversos ambientes”. Todas as reagdes nas vias de degradagdo de xenobioticos
somam aproximadamente 50 reac¢des para o total de proteinas que foram identificadas no consorcio
A3. A via do metabolismo energético central aparece completa e com as conexdes bem explicitas
com a degradacdo de xenobidticos. Essas conexdes se formam a partir da geragdo de acetil-CoA
ou outros produtos intermediarios do ciclo de Krebs, especialmente succinil-CoA e glioxilato. Das
proteinas que aparecem exclusivas por espécie € possivel perceber uma maior quantidade delas
para A. baumannii seguido de B. cenocepacia. Aquelas comuns a todas as espécies aparecem
principalmente relacionas as via glicolitica e ao ciclo de Krebs.

A construgdo do mapa de sinergismo das espécies para o consorcio A3 (mapa E) resultou
na defini¢cdo de varias vias metabolicas completas, como por exemplo via glicélica, ciclo de Krebs
e metabolismos de acidos graxos. Em todas elas € possivel perceber o sinergismo entre as espécies
na formacao dessas vias metabolicas. Como ¢ possivel analisar pelo mapa, em alguns casos as vias
aparecem incompletas para a espécie, porém quando analisadas na forma de consorcio a via si torna
completa. Essa complementacdo de vias ja era esperada, em virtude do efeito colaborativo entre as
cepas constituindo o consércio. Os consorcios bacterianos com um espectro maior de enzimas
exibem a possibilidade de utilizar uma quantidade também maior de substratos, além do que as
espécies exibem habilidades metabdlicas que se complementam e conseguem assim, melhor

adaptacdo aos ambientes, como também foi demonstrando por Jia et al., (2016).
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Mapa D e E — Mapas de sinergismos entres as espécies do consocio A3 nas diferentes
vias metabdlicas. 890 proteinas do consorcio A3, com selecdo automatica no KEGG para
“metabolismo microbiano em diversos ambientes” (mapa D) e sem restricdo por via metabolica
(mapa E). Cédigo dos mapas no KEGG: metabolismo microbiano em diversos ambientes




114

(map01120); vias metabolicas (map01100). Vias na cor Vermelha — Proteinas exclusiva de A.
baumannii; Roxo — exclusiva de B. cenocepacia; Azul — exclusiva de C. taiwanensis; Laranja —
Comum a A. baumannii e B. cenocepacia; Verde — Comum a B. cenocepacia e C. taiwanensis;
Amarelo — Comum a A. baumannii e C. taiwanensis; Preto — Proteinas comuns a todas as espécies.

Vale ressaltar que esse ultimo mapa engloba todas as vias metabdlicas descritas no KEGG,
algumas delas, inclusive, ndo sdo observadas em muitos microrganismos. A coberturas de vias
metabolicas ativas pelas enzimas que foram identificadas indicam que as principais fungdes
celulares desse microrganismo estdo plenamente funcionando nas condigdes de cultivo em
xenobidticos.

Além disso a analise individual realizada de cada espécie do consorcio ¢ importante para a
compreensao do papel que cada uma desempenha no processo de biorremediacao do diesel. Muitos
consorcios bacterianos foram construidos para melhorar a remocdo de 6leo bruto (Gurav et al.,
2017; Yuan et al., 2018), isso depois de exaustiva pesquisa sobre as espécies componentes do
consorcio, a fim de que as principais qualidades de uma determinada espécie fosse devidamente
empregada no consorcio. Na biorremediagdo, a divisdo metabodlica do trabalho ¢ uma abordagem
poderosa para processar substratos complexos (Roell et al., 2019). Os hidrocarbonetos podem ser
degradados naturalmente por microrganismos que produzem biossurfactantes para facilitar a
absorcdo de hidrocarbonetos (Beal e Betts, 2000). O conceito foi imitado na formulagdo de
consorcios bacterianos para aumentar a degradacao do petroleo bruto (Xia et al., 2019). Outros
tipos de divisdo metabolica tém sido usados em substratos complexos que requerem a participagao
de vérias enzimas, que dividem um ou mais processos para fazer diferentes cepas executarem

tarefas distintas, mas complementares (Li et al., 2020b).

5.9. ABUNDANCIA DAS PROTEINAS ASSOCIADAS A BIORREMEDIACAO

Um heatmap (figura 28) com a abundéancia das proteinas por espécies e amostra foi
construido, sendo as proteinas categorizadas de acordo com o tipo de xenobidtico que elas
interagem. Agrupadas em primeiro lugar estdo relacionadas apenas as proteinas que foram
associadas exclusivamente as vias metabolicas de compostos aromaticos. Em seguida aparecem as
proteinas associadas exclusivamente as vias de compostos alifaticos e adcidos graxos, seguido das
proteinas que foram observadas participando nas duas categorias. E, por fim foram agrupadas em

“outras fungdes” as proteinas que parecem ter um envolvimento com a degradagdo de xenobidtico,
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porém com informagdes pouco claras a respeito de sua real fun¢do da remediacdo desses
compostos.

Para o grupo dos compostos aromaticos foram incluidas 10 proteinas que apresentaram
apenas atividade relacionada a essa classe de compostos. Dessas proteinas ¢ possivel identificar
entre a amostra extracelular uma maior abundancia delas em C. taiwanensis (6 proteinas), seguido
por B. cenocepacia (3 proteinas) e apenas uma para A. baumannii. O destaque para esse primeiro
grupo analisado ¢ da proteina 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase (30) de B. cenocepacia que
apresenta contagem maior no numero de espectros e estd ausente nas duas outras espécies. Essa
enzima ¢ responsavel por uma das ultimas reagdes da via anaerobia do benzoato.

Ainda para esse primeiro grupo de proteinas, de maneira geral, a abundancia na amostra
extracelular ¢ maior que na intracelular, tanto em quantidade no niimero de proteinas quanto na
quantidade de spectral counts por proteina. Um exemplo disso ¢ que em alguns casos se pode
perceber a auséncia da proteina na amostra intracelular. Por exemplo, a proteina 2- Hydroxymuconic
semialdehyde dehydrogenase (10) ndo aparece para a C. faiwanensis intracelular. Essa enzima ¢
responsavel por reagir na via do xileno. A enzima Catechol 1,2-dioxygenase (242) de B.
cenocepacia, responsavel pela quebra do catecol, aparece com uma baixa abundancia quando
comparada a outras enzimas desse grupo, assim como a NAD-dependent aldehyde dehydrogenase
(468) (ambas as amostras), de C. taiwanensis e Benzaldehyde dehydrogenase II (720) (ambas as
amostras) de A. baumannii, que s3o enzimas responsaveis por reagdoes importantes na via do xileno.
A enzima responsavel pela abertura anaerdbica do benzoato (proteina 1), de C. taiwanensis,
aparece com uma abundancia maior na amostra extracelular do que na intracelular.

Para as proteinas que degradam exclusivamente 4cidos graxos/alcanos (09 no total), o
destaque ¢ para A. baumannii, em ambas as amostras (06 proteinas em cada). As duas proteinas de
B. cenocepacia e as duas de C. taiwanensis que aparecem com uma quantidade maior de espectros,
demostram praticamente o0 mesmo desempenho nas duas amostras. Entre as proteinas desse grupo
o destaque ¢ para Acyl-CoA dehydrogenase (146) de A. baumannii e C. taiwanensis, estando
ausente em B. cenocepacia. Essa proteina € uma das responsaveis pela reacdo inicial da via de /[3-
oxida¢ao dos acidos graxos. A proteina Acyl-CoA synthetase (Long-chain-fatty-acid--CoA ligase)
(148) também se destaca, porém foi encontrada apenas para A. baumannii. Essa proteina esta
envolvida na ligacdo de CoA com acidos graxos de cadeia longa. A rubredoxina (757) importante

enzima de hidroxilacdo inicial de n-alcanos, vista apenas em A. baumannii, aparece com baixa
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abundancia em ambas as amostras. E também a NAD-dependent aldehyde dehydrogenase (470),
de B. cenocepacia, que faz a tltima transformagdo na via dos n-alcanos, transformando-os em

acidos graxos.
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1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-CoA synthase -EC:3.1.2.-
2-Hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase -EC:1.2.1.85
3-Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase -EC:1.1.1.157
3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase -EC:1.1.1.157
3-Oxoadipate CoA-transferase subunit A -EC:2.8.3.6
Benzaldehyde dehydrogenase II -EC:1.2.1.28
Carboxymethylenebutenolidase -EC: 3.1.1.45
Catechol 1,2-dioxygenase -EC:1.13.11.1
Glutamine synthetase -EC:5.4.4.3
NAD-dependent aldehyde dehydrogenase -EC:1.2.1.28
AcylL-CoA dehydrogenase -EC:1.3.99.-
Acyl-CoA synthetase (Long-chain-fatty-acid--CoA Ligase) -EC:6.2.1.3
FadE2-Like Acyl-CoA dehydrogenase (ACAD) -EC:1.3.8.7
Long-chain fatty-acid-CoA ligase -EC:6.2.1.3 440
NAD-dependent aldehyde dehydrogenase -EC:1.2.1.3
Putative acyl coenzyme A dehydrogenase (HcaD-like) -EC:1.3.8.8 614
Putative acyl-CoA dehydrogenase -EC:1.3.8.1 616
Putative acyl-CoA dehydrogenase -EC:1.3.8.7 619
Rubredoxin-NAD(+) reductase -EC:1.18.1.1 757
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase -EC:1.1.1.35
3-hydroxybutyryl-CoA epimerase -EC:1.1.1.35
Enoyl-CoA hydratase/Delta(3)-cis-delta(2)-trans-enoyl-CoA isomerase -EC:1.1.1.35 330
Fatty acid oxidation complex subunit alpha -EC:1.1.1.35

Degradacdo
exclusiva em
Aromaticos

Degradacdo
exclusiva em em
Alcanos / Acidos
Graxos

Two domain protein: 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase -EC:1.1.1.35
Putative 3-hydroxybutyryl-CoA epimerase -EC:1.1.1.35 607
3-ketoacyl-CoA thiolase -EC:2.3.1.16 36
Acetyl-CoA acyltransferase -EC:2.3.1.16
Acetyl-CoA C-acyltransferase -EC:2.3.1.16 133
Beta-ketoadipyl CoA thiolase -EC:2.3.1.16 214 Degradagdo comum
Acetyl-CoA acetyltransferase -EC:2.3.1.9 130 em Aromdticos e
Acetyl-CoA C-acetyltransferase -EC:2.3.1.9 132 -- ---- Alcanos / Acidos
Beta-ketothiolase BktB -EC:2.3.1.9 215 - Graxos
Putative acetyl-CoA acetyltransferase (Acetoacetyl-CoA thiolase) -EC:2.3.1.9 612 - 0 -
Putative acyl-CoA thiolase -EC:2.3.1.9 624 0,001-0,3

Putative thiolase putative acyl-CoA thiolase -EC:2.3.1.9 689 ---- -- 0,301-0,6

Enoyl-CoA hydratase -EC:4.2.1.17 328 0,601-0,9
Enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase -EC:4.2.1.17 329 0,901-1,2
Glutaryl-CoA dehydrogenase -EC:1.3.8.6 >1,2

Haloacetate dehalogenase -EC:3.8.1.3 Log (uSC)

Probable FAD-binding monooxygenase AlLmA -EC:1.14.13.- 591
Putative alcohol dehydrogenase -EC:1.1.1.1 625
Acyl-CoA dehydrogenase, short-chain specific -EC:1.3.99.- 147

Efflux pump membrane transporter -EC:- 316 - -
Putative 2-nitropropane dioxygenase -EC:- 666-- ---- CImD SETD
Putative toluene tolerance protein (Ttg2D) -EC:- 691 ---- -- =
| | | | |

Toluene tolerance efflux transporter (ABC superfamily, peri-bind) -EC:- 817

Xenobiotic reductase -EC:- 886 -- --

Figura 28. Heatmap de abundincia das proteinas associadas com a degradacio de
xenobidticos. Baseado nos spectral counts totais observados nos dados de espectrometria de
massas. AB-Ex — 4. baumannii amostra extracelular, BC-Ex — B. cenocepacia amostra
extracelular, CT-Ex — C. taiwanensis amostra extracelular; A3-Ex — consércio A3 amostra
extracelular; AB-In — 4. baumannii da amostra intracelular; BC-In —B. cenocepacia amostra
intracelular; CT-In — C. taiwanensis amostra intracelular, A3-In — consoércio A3 amostra
intracelular. Sequéncia numérica apds o EC number representam a sequéncia dessas proteinas na
tabela 12 e no apéndice 02.
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O grupo que retine proteinas que atuam tanto nas vias de aromaticos quanto de alifaticos,
além de ser o maior (22 proteinas), ¢ também o que tem maior abundancia de proteinas entre as
condi¢des analisadas. Para a amostra extracelular a quantidade de proteinas que se destacam entre
as espécies ¢ praticamente a mesma, 07 em A. baumannii, 07 em B. cenocepacia ¢ 05 em C.
taiwanensis. Esses dados praticamente se repetem para as mesmas proteinas nas amostras
extracelular, exceto para C. taiwanensis onde aparecem apenas duas proteinas com abundancia
maior. Também aqui se percebe uma maior abundéancia de proteinas na amostra extracelular que
na intracelular, isso ¢ mais evidente quando comparado apenas A3-In e A3-Ex.

Algumas proteinas aparecem com nomes diferentes e abundancia relativamente diferente
dependendo da espécie, entretanto, algumas delas apresentam o mesmo niimero EC. Nesse caso
analisamos a abundancia delas baseado no nimero EC. Por exemplo, para as de EC: 1.1.1.35 (6
proteinas) tem sempre duas proteinas por espécie com abundancia alta, se comparada as demais
proteinas do grupo. Isso ¢ visto para ambas as amostras, exceto em C. taiwanensis na amostra
intracelular. As de EC: 2.3.1.16, tem pelo menos uma proteina por bactéria que destaca nas
amostras extracelular e intracelular, com exce¢do novamente para C7 -In. J4 as de EC: 2.3.1.9 sdo
mais abundantes em C. taiwanensis € A. baumannii do que em B. cenocepacia em ambas as
condi¢des. Essas duas enzimas participam da ultima reacdo da via de 5-oxidagdo, na liberagdo de
acetil-CoA e um acido graxo com dois carbonos a menos. Entretanto a EC: 2.3.1.16 aparece em
todas as reagdes finais da via, enquanto que a EC: 2.3.1.9, aparece apenas nas reagdes onde os
acidos graxos possuem cadeias carbonicas menores (Cg € C4). Considerando as duas enzimas e suas
respectivas abundancias em cada bactéria, uma leve tendéncia de maior abundancia em A.
baumannii do que nas outras espécies, ¢ vista. As duas enzimas que participam ativamente na
conversao de n-alcanos a acidos graxos, e foram encontradas apenas em 4. baumannii, sendo que
a Putative alcohol dehydrogenase (625) tem maior abundancia que a Probable FAD-binding
monooxygenase AlmA (591), como um desempenho um pouco melhor da 625 em AB-EXx.

No grupo de proteinas associadas com outras fung¢des relacionadas a xenobidticos, foram
incluidas 6 proteinas que tem atuacdo em processos pouco claros ou que degradam outros
compostos. Como ¢ o caso da proteina Acyl-CoA dehydrogenase, short-chain specific (147),
incluida nesse grupo por atuar na degradacao de caprolactama, que ¢ um composto organico (4cido
6-aminohexanodico) mondmero na producdo de nmylon (Lai et al., 2019). Essa proteina foi

encontrada em C. taiwanensis € apresenta baixa abundancia nas amostras intra e extracelular. As
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proteinas Toluene tolerance efflux transporter (ABC superfamily, peri-bind) (817), Putative
toluene tolerance protein (Ttg2D) (691) e Efflux pump membrane transporter (316), sdo proteinas
de transporte do tipo ABC, e parecem estar envolvidas de certa forma como a tolerancia de tolueno
em A. baumannii onde foram encontradas. No geral, as trés apresentam baixa abundancia nas
amostras, com excecao de 316 em AB-In. As proteinas Putative 2-nitropropane dioxygenase (606)
de C. taiwanensis e Xenobiotic reductase (886) de A. baumannii sdo as que t€m atuacdo ainda
menos clara em relacdo aos seus papeis na degradacao de xenobidticos. A primeira é uma enzima
da classe das dioxigenases, e a segunda um redutase que parece ter atuagdo direta sobre compostos
xenobidticos.

Setorizando a relagdo das enzimas exclusivas de aromatico e exclusivas de alcanos/acidos
graxos de acordo com a abundancia delas nas espécies, somos levados a concluir que as espécie C.
taiwanensis aparece mais intimamente relacionado com as enzimas exclusivas de aromaticos,
enquanto que A. baumannii parece estar mais associada com alcanos/acidos graxos, e B.
cenocepacia nao se destaca em nenhum desse dois grupos de enzima, embora apresente enzima
nos dois grupos.

Nkem et al., (2016) testaram uma cepa A. baumannii para a degradagdo de hidrocarbonetos
usando o6leo diesel como unica fonte de carbono. Os resultados analisados usando GC-MS,
mostraram que alcanos de 6leo diesel foram degradados em média 58,1%. A cepa degradou de
forma mais eficiente (68,3% -95,9%) os alcanos de 6leo diesel de Ci1, Ci2, Ci3, Cis, Ci7, Cis, Cio,
C22 e Ca4, enquanto outros (Cio, Cis, Cis, Ca0, C23, C25, Ca6, C27, C2g € C29) foram menos degradados
(0,2% — 46,2%). O estudo concluiu que a cepa ¢ degradadora de hidrocarbonetos com potencial
para biorremediacdo de ambiente marinho poluido por Odleo. Trabalhos anteriores também
mostraram que essa espécie tem relacdo com degradacdo de hidrocarbonetos, principalmente os
alcanos. Uma cepa de 4. baumannii isolada de petroleo bruto exibiu 62,8% de biodegradagdo de
hidrocarbonetos totais ap6s 7 dias (Phan et al., 2013). Mishra et al. (2004) relataram que os alcanos
foram degradados preferencialmente por A. baumannii em comparagdo com outros
hidrocarbonetos durante os experimentos de biodegradagdo de petroleo bruto. Ijah (1998) relatou
que os alcanos do petrdleo bruto foram degradados principalmente em relagdo a outros
hidrocarbonetos em 52%, usando bactérias isoladas de solos tropicais em 16 dias.

J& os trabalhos envolvendo a degradacao de hidrocarbonetos tem associado a espécie C.

taiwanensis com a degrada¢do de compostos aromaticos e poliaromaticos. A cepa LA mostrou



119

degradagdo de aproximadamente 60% e 80% para pireno e fenantreno, respectivamente, apds 15
dias de cultivo (Oyehan e Al-Thukair, 2017) e a cepa R186 tem sido associada a degradacdo de
fenol (Chen et al., 2008).
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A partir dos resultados descritos neste trabalho conclui-se que foi obtido um consoércio
bacteriano promissor para aplica¢do em processos de biorremediagdo. Sua eficiéncia, avaliada em
74 % de degradagdo de diesel em apenas 7 dias, ¢ forte evidéncia disso, além de todos os dados
relacionados a biorremediagdo que foram avaliados.

O consorcio A3 demostrou ter envolvimento na degradagdo de 11 compostos xenobidticos
presentes no diesel. A andlise de todas as proteina identificadas e associadas principalmente com
essas vias metabolicas nos levaram a concluir as espécies presentes no consoércio podem estar
atuando de modo sinérgico para favorecer a degradagdo desses compostos.

Quando se avalia a contribui¢do individual de cada espécie para o consorcio A3, € possivel
identificar que C. faiwanensis aparece com uma quantidade maior de proteinas envolvidas na
degradagdo dos compostos aromaticos, principalmente o benzoato. Embora a via de B-oxidagao,
estivesse completa e em quantidade alta de proteinas identificadas, ndo foram encontradas
proteinas associagdo a hidroxilagdo de n-alcanos ou ainda na etapa de conversao desses compostos
em acidos graxos nessa espécie. Ja A. baumannii apresentou as maiores quantidades de proteinas
envolvidas na degradagdo de acidos graxos e foi a Uinica bactéria em que foram encontradas
proteinas responsaveis pela hidroxilacdo de n-alcanos. Quanto aos aromaticos, embora apresente
11 proteinas envolvidas na degradacdo desses compostos, ndo foram encontradas nenhuma delas
atuando em fungdes-chave, tais como a quebra de um anel aromatico. Sua atuagdo se d4 mais nas
vias periféricas, onde acontece a conexdo dessa via como o metabolismo energético central. E
finalmente, B. cenocepacia parece ter boa atuacdo tanto em aromadticos quanto alifaticos. Foi
encontrada uma importante dioxigenase nessa espécie para via de degradacao de aromaticos e uma
enzima capaz de transformar um aldeido em acido graxo na via de n-alcanos.

Dando continuidade para a validagcdo do consércio A3 como ferramenta em processos de
biorremediagdo, este tera a sua eficiéncia avaliada apds ser imobilizado em substrato
lignoceluldsico. Outro aspecto a ser investigado serd o genoma das espécies que constituem o
consorcio A3. Estas atividades futuras estdo em fase de planejamento e integram os objetivos de
um projeto aprovado recentemente no ambito do Edital 007/2021-BIODIVERSA/FAPEAM (em
fase de implementagdo). A obtengdo destes resultados contribuirdo para o desenvolvimento de um
produto biotecnoldgico que pode ser amplamente empregado na recuperagdo de areas impactadas

como hidrocarbonetos de petréleo.
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APENDICE 01

Esquema 01: Via de degradac¢io do benzoato (map00362). Modificada a partir do KEGG. I — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular;
AB — A. baumannii; BC — B. cenocepacia; CT — C. taiwanensis. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas detectadas no consércio A3,
e amarela ou laranja, enzimas importantes ndo encontradas. Linhas de contorno vermelho s@o as principais rotas de quebra do xenobidtico. Pontos
vermelhos sd3o compostos importantes na via. Espaco entre duas setas verdes indicam uma reag@o de quebra de um anel aromatico.
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Esquema 02: Via de degradacido do tolueno (map00623). Modificada a partir do KEGG. 1 — Amostra intracelular; E — Amostra
extracelular; AB — A. baumannii; BC — B. cenocepacia; CT — C. taiwanensis. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas, e
amarela ou laranja, enzimas importantes nao encontradas. Linhas de contorno vermelho sdo as principais rotas de quebra do xenobidtico. Pontos
vermelhos s3o compostos importantes na via. Espacgo entre duas setas verdes indicam uma reag@o de quebra de um anel aromatico.
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Esquema 03: Via de degradac¢ao do etilbenzeno (map00642). Modificada a partir do KEGG. | — Amostra intracelular; E — Amostra
extracelular; CT — C. taiwanensis. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas, e amarela ou laranja, enzimas importantes nao
encontradas. Linhas de contorno vermelho s3o as principais rotas de quebra do xenobiotico. Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via.
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Esquema 04: Via de degradacio de p-, 0-, e m-xileno (map00622). Modificada a partir do KEGG. 1 — Amostra intracelular; E — Amostra
extracelular; AB — A. baumannii; CT — C. taiwanensis. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas, e amarela ou laranja,
enzimas importantes ndo encontradas. Linhas de contorno vermelho sdo as principais rotas de quebra do xenobiotico. Pontos vermelhos sdo
compostos importantes na via. Espaco entre duas setas verdes indicam uma rea¢ao de quebra de um anel aromatico.
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Esquema 05: Via de degradacio de clorociclohexano e clorobenzeno (map00361). Modificada a partir do KEGG. I — Amostra
intracelular; E — Amostra extracelular; BC — B. cenocepacia. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas. Pontos vermelhos
sdo compostos importantes na via. Espaco entre duas setas verdes indicam uma rea¢ao de quebra de um anel aromatico.
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Esquema 06: Via de degradacio de fluorobenzoato (map00364). Modificada a partir do KEGG. 1 — Amostra intracelular; E — Amostra
extracelular; BC — B. cenocepacia. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas. Pontos vermelhos sdo compostos importantes

na via. Espaco entre duas setas verdes indicam uma reacao de quebra de um anel aromatico.

2-Fluorocye lohexadiene -

9 Fluorohenzoats cigeis-1,2-diol-1-cartboxylate

1141210 O 131- }
31556
6-Fluorocye Iohexadiene- 421840 351 w0 3.5-Dibromo-
cis,cis-1,2-diol-1-carboxylate 3,5-Dibromo- ? 4 hydroxsbenzoate
1141210 Lhydroxyhenzaride¥

Q 2,6-Dibromophe nol
/

2-Broro-
maleylace tate

3-Fluorocye lohexadiene -
3-Fluorobenzoate  ciscis-1,2-diol-1-cathoxylate o

2,6- Dﬂ:romnhydroqmnnne
1141210 o—{13125—» [5517]
3-Fluorocatec ho 2-Fluoro-ciscis-rauconate  5- Fluoromw:onola.cb:m
[ BC |

5-Fluorocye lohexadiene -

cigeis-1,2-diol-1-caboxylate 4 proopoee ooy ‘
1141210 o—13125F—» 5511 ® Mabsylcotate
3-Fluoro-cis,cis-rmuconate 4-Fluoromuc onolac tong ‘5,
4-Fluorocye lohexadiene -
4 Fluorobenzoate cig,cis-1,2-diol-1-carthoxylate [ BC | Benzoate degradation
-~ @ -1.14121 L : J
O 1141213 @ Catechol
4 Fluorocyr lohexadiene - 2-Chlorobe nznate A
Fluorobenzene cig,cis-1,2-diol |
|
|
1-Fluorocye lohexadiene - |
cigcis-1,2-dinl |
O d
4-Chloro-
benzoate Q————————————— | :
[62133] [62.133] Dioxin degradation I
4TI i 4-Chloro-benzo -COA |
uoro-
benzoyl—CoA? ? 12112 6.2.1.- O |
2, 4-D1c:hloro 2,4 Dichlorobenzoate |
[3217] [3217] benzoyl-Cok |
|
O ——————————— —=| Benzoate degradaton o} ———————-—H—-H—H—"["-"—"7°"-"--"—-H—H—"—""""—""—"——"——————— -~
X
benzoyl C%A
00364 524718

{c) Kanehisa Laboratories


Jefferson Ferreira dos Santos
148


Esquema 07: Via de degradacio de aminobenzoato (map00627). Modificada a partir
do KEGG. I — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; AB — A. baumannii; BC — B.

cenocepacia; CT

C. taiwanensis.

Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas

encontradas. Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via.
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Esquema 08: Via de degradacdo de naftaleno (map00627). Modificada a partir do KEGG. I — Amostra intracelular; E — Amostra
extracelular; AB — A. baumannii; Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas encontradas. Linhas de contorno vermelho sdo as principais
rotas de quebra do xenobiotico. Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via.
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Esquema 09: Via de degradacao acidos graxos (map00071). Modificada a partir do
KEGG. 1 — Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; AB — 4. baumannii; BC — B.
cenocepacia; CT — C. taiwanensis. Caixas de EC number na cor verde indicam enzimas
encontradas, e amarela ou laranja, enzimas importantes ndo encontradas. Linhas de contorno

vermelho representa a via de f-oxida¢do dos 4cidos graxos. Pontos vermelhos sdo compostos
importantes na via.
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Esquema 10: Via de degradacio de Degradacio de cloroalcano e cloroalceno (map00625). Modificada a partir do KEGG. 1 —
Amostra intracelular; E — Amostra extracelular; AB — 4. baumannii; BC — B. cenocepacia. Caixas de EC number na cor verde indicam
enzimas encontradas. Pontos vermelhos sdo compostos importantes na via.
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s | Proteinas Identificadas Esp Cod|.go de EC Number PM Vias metabélicas PB cc FM Am.
(890) Uniprot (kDa)
Benzoate degradatio| Degradagdo de
1,4-dihydroxy-2- - P . .
1 ydroxy cr | aokosa 312- | 29 [Metabolic pathways | Acidos graxos | ivooiacma | Hidrolase | in./Bx.
naphthoyl-CoA synthase Mic.metab. in diverse] e
Deg. aromatic compq Xenobidticos
1-(5-phosphoribosyl)-5- 1gc |  qgasus 27 |Histidine metabolism
[(5- :
Metabolic pathways Metab. de
2 |phosphoribosylamino)m 5.3.1.16 p 4 . Citoplasma Isomerase |In./Ex.
. . AB Q6F7A5 26 |Bios. second. metabd Aminoacidos
ethylideneamino]
imidazole-4-carboxamide Biosynthesis of amin
1-deoxy-D-xylulose 5- AB Q6FCGH9 1.1.1.267 | 43 |Terpenoid backbone| _.
- Bios. Metab. - .
3 |phosphate Metabolic pathways L Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
. - secundarios
reductoisomerase Bios. second. metabg
1-d -D-xylulose-5- Bios. Metab.
4 coxy-U-xylulose BC | AOAOH3KK09 2217 68 - 105 (,e_a Indefinido Transferase |In./Ex.
phosphate synthase secunddrios
. Membrana | . . .
. Bios./Metab. Ligagdo/Sintese
5 |10 chaperonin BC | AOAOH3KHB2 - 10 |- , externa da In./Ex.
Proteinas ) de ATP
7 célula
Regulagdo/Pro
16S rRNA (cytosine(967)-
6 (ey ( ) AB Q6F6P8 2.1.1.176 49 |- cessamento | Citoplasma Transferase |In./Ex.
C(5))-methyltransferase o
da Transcricdo
Pentose phosphate p
2-dehydro-3- Glyoxylate metabolis) .\
7 |deoxyphosphogluconate [BC | AOAOH3KBX2 | 4.1.2.14 22 |Metabolic pathways c b. Citoplasma Liase In./Ex.
aldolase Mic.metab. in diverse arvo.
Carbon metabolism
2-dehydro-3- BC A9AGW1 31 |Lipopolysaccharide b MEtaPOI'SmO
8 |deoxyphosphooctonate 2.5.1.55 de Acidos Citoplasma | Transferase |In./Ex.
aldolase AB Q6FAT8 32 |Metabolic pathways graxos/Lipideo
o [2-deoxy-D-gluconate 3- BC | AOAOH3KER1 | 1.1.1.125 | 28 |- Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehvdrogenase
Benzoate degradatio|
Degradacgdo de
2-Hydroxymuconic ;r);ptopdhan 'ZthbO/ A'c?dos craxos
10 [semialdehyde CcT QOK3TO0 1.2.1.85 53 yene (-':’gra ation € Indefinido |Oxidorredutase| Ex.
dehvd Metabolic pathways e
enyarogenase Mic.metab. in diverse| Xenobiéticos
Deg. aromatic compd
CT QOKCT8 2.33.13 56 |Val, leuc. and isol. bi
BC A9AINA 56 |Pyruvate metabolism|
2-isopropylmalate 1 Metab. de
11 propy AB Q6FEQ2 63 Metabo//c pathways . Citoplasma Transferase |In./Ex.
synthase Bios. second. metabo Aminoacidos
2-Oxocarboxylic acid
Biosynthesis of amin
12 |2-methylisocitrate Liase AB Q6F8W3 4.1.3.30 32 Propanogte metaboll  Metab. de Mitocondria Liase In./Ex.
Metabolic pathways Carbo.
13 [2-nitropropane BC | AOAOH3KBRS [1.13.12.16 | 34 [Mtrogen metabolismj Metabolismo (4o condria | Oxidorredutase|in./Ex.
dioxygenase Metabolic pathways | Energético
2-octaprenylphenol
. Membrana
14 [hydroxylase of AB Q3V7H2 - 62 Indefinido L Transporte |In./Ex.
- . . plasmatica
ubiguinone biosynthetic
2-oxoglutarate Citrate cycle (TCA cyc
decarboxylase, Metabolic pathways | . -
- Ciclo do Acido . . .
15 |component of the 2- AB Q6F8L1 1.2.4.2 106 |Bios. second. metabd _ . o Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
- — Tricarboxilico
oxoglutarate Mic.metab. in diverse
dehvdrogenase complex Carbon metabolism
CT Q59106 1.2.4.2 106 |Citrate cycle (TCA cyc
2-oxoglutarate BC | AOAOH3KEIO 107 |Metabolic pathways | ..\ 4 4 .o
16 |dehydrogenase E1 Bios. second. metabq| _ . o Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
- — Tricarboxilico
component Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Glycolysis /Gluconeg
Glycine, serine and th
2,3-bisphosphoglycerate- Methane'metabollsnf Glicolise /
17 indanandant AR NAFENR cA219 27 MEtabOIIC pathWayS RlirAnnanadnac CitAnlacma leAmaracao In /Ev
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- [wiuspenucn o “wr o vercac o - CuLunTugeies | wiiupiasina wuciase  [nigea.
h hoel ¢ ¢ Bios. second. metabag
phosphoglycerate mutase Mic.metab. in diverse €
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
234,5- CT QOKAO05 30 |Lysine biosynthesis
idine-2,6- 1 Metab. de
18 tetrahydropyridine-2,6 BC AIAHTO 2.3.1.117 30 M?tabOhC p.athll/vays . Citoplasma Transferase |In./Ex.
dicarboxylate N- AB Q6F9A5 30 |Mic.metab. in diversel Aminoacidos
succinvltransferase Biosynthesis of amin
Metabolismo
2,4-dienoyl-CoA de Acid
19 ‘enoyl--o AB Q6FBR3 1.3.1.34 74 € CI, ?S Citoplasma |Oxidorredutase|in./Ex.
reductase graxos/Lipideo
s
2,4-dienoyl-CoA Metabolismo
reductase [NADPH] (2,4- de Acidos
20 | . [ I AB Q6FD25 1.3.1.34 75 L, Citoplasma |Oxidorredutase|in./Ex.
dienoyl coenzyme A graxos/Lipideo
reductase) S
21 | 235 'RNA (guanosine-2'- |BC | AOAOH3KIDO 2.1.1.185 |25 Metabolismo Citoplasma | Transferase |In./Ex.
0O-)-methyltransferase AB Q6FF50 27 de RNA
Phenylalanine, tyrosi
3-dehydroquinate 1 Metab. de
22 yareq BC | AonoH3KBTA | 42110 | 16 [Metabolic pathways| Metab. Citoplasma Liase In./Ex.
dehydratase Bios. second. metabo Aminodcidos
Biosynthesis of amin
3-deoxy-D-manno- Lipopolysaccharide b Metabolismo
23 |octulosonate 8- AB Q6FC69 3.1.3.45 20 de Acidos Indefinido Hidrolase In./Ex.
phosphate phosphatase Metabolic pathways graxos/Lipideo
3-deoxy-manno- Lipopolysaccharide H Metapollsmo
24 |octulosonate AB Q6F9X2 2.7.7.38 28 de Acidos Citoplasma Transferase |In./Ex.
cytidylyltransferase Metabolic pathways graxos/Lipideo
3-hydroxyacyl-[acyl- BC ASAIMS 4.2.1.59 17 gqtt)'/ acid btl)osl)./nthes MdetEZ)c.)(ljlsmo
25 |carrier-protein] AB Q6FCG4 17 lotin me.ta oM € C|. ?S Citoplasma Liase In./Ex.
dehvdratase FabZ Metabolic pathways graxos/Lipideo
Y Fatty acid metabolisr S
Phenylalanine metab
Benzoate degradatio| Degradagdo de
3-Hydroxyacyl-CoA is| Acidos graxos
26 y ¥acy CcT QOKCM8 1.1.1.157 53 Butanoa.te metabolis & Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
dehydrogenase Metabolic pathways e
Mic.metab. in diversel Xenobidticos
Carbon metabolism
Degradagdo de
3-hydroxyacyl-CoA < . . ! .
27 BC | AOAOH3KZPO | 1.1.1.35 26 Acidos graxos | Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
dehydrogenase — .
Fatty acid degradatid
Benzoate degradatlf) Degradaco de
3-hydroxyacyl-CoA Butanoate metabolis Acidos graxos
28 BC |AOAOH3KM46[ 1.1.1.35 88 |Metabolic pathways Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
dehydrogenase - — e
Mic.metab. in diverse o
Carbon metabolism Xenobidticos
Fatty acid metabolisr
BC | AOAOH3KJ53 27 |Synthesis/deg. ketond
3-hydroxybutyrate Metab. de
29 Y youty AB Q6F917 1.1.1.30 27 |Butanoate metabolis Citoplasma |Oxidorredutase|in./Ex.
dehydrogenase - Carbo.
Metabolic pathways
ghenylalazme rr:jeta.b Degradacio de
3-hydroxybutyryl-CoA enzoate degra at/.o Acidos graxos | . .
30 BC | AOAOH3KDT9 | 1.1.1.157 33 |Butanoate metabolis| Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
dehydrogenase - e
Metabolic pathways T
Mic.metab. in diverse Xenobidticos
Fatty acid degradatic
Benzoate degradatio| Degradacio de
Butanoate metabolis| ; .
3-hydroxybutyryl-CoA - Acidos graxos . . .
31 . BC | AOAOH3KFK5 | 1.1.1.35 75 |Metabolic pathways Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
epimerase - — e
Mic.metab. in diverse T
Carbon metabolism Xenobidticos
Fatty acid metabolisr
32 |3-hydroxyisobutyrate | g | Agaon3kNes| 11131 | 30 |l feuc.andisol. dg  Metab.de |\ o dria | Oxidorredutase | in./Ex.
dehydrogenase Metabolic pathways | Aminoacidos
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CcT QOK8GS8 51 |Val, leuc. and isol. bi
BC | AOAOH3KQ48 51 |C5-Branched dibasic
3-isopropylmalate j Metab. de
33 propy . AB Q6FEWO 4.2.1.33 52 Metabol:c pathways L Citoplasma Liase In./Ex.
dehydratase large subunit Bios. second. metabg Aminoacidos
2-0Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
Val., leuc. and isol. bi
3-isopropylmalate fj—BrgnIc'hed cj)lbas:c Metab. de
34 |dehydratase small AB Q6FEV8 4.2.1.33 24 .eta olic pathways L Citoplasma Liase In./Ex.
bunit Bios. second. metabg Aminoacidos
subunt 2-0Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
CcT QOK8HO 38 [|Val,leuc.and isol. bi
BC Q845W3 38 |C5-Branched dibasic
3-isopropylmalate j Metab. de
35 propy AB QOFEV6 1.1.1.85 39 Metabol:c pathways L Citoplasma |Oxidorredutase|In./Ex.
dehydrogenase Bios. second. metabg Aminoacidos
2-Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
Fatty acid degradatig
Val.,, leuc. and isol. dd
Geran/oldegradatlgr Degradaco de
Benzoate degradatio| : .
. - - — Acidos graxos | _.
36 |3-ketoacyl-CoA thiolase [AB Q6FF69 2.3.1.16 41 |alpha-Linolenic acid Citoplasma | Transferase |In./Ex.
Metabolic pathways Gj‘, )
Bios. second. metabg Xenobidticos
Mic.metab. in diverse
Fatty acid metabolisr
Synthesis/deg. keton{
3-oxoacid CoA- j Metab. de
37 . BC |AOAOH3KEG4 | 2835 | 25 [Vakleuc andisol dg  Metab. Mitocondria | Transferase |in./Ex.
transferase subunit A Butanoate metabolis| Aminoacidos
Metabolic pathways
Fatty acid biosynthes Metabolismo
. Biotin metabolism ‘.
3-oxoacyl-[acyl-carrier - de Acidos . .
38 . BC |AOAOH3KQHO| 1.1.1.100 27 |Metabolic pathways ., Citoplasma |Oxidorredutase|In./Ex.
protein] reductase Bios. second. metaba graxos/Lipideo
Fatty acid metabolisr S
Fc.7tt)./ acid b/osynthes Metabolismo
3-oxoacyl-[acyl-carrier Biotin metabolism de Acidos
39 . BC | AOAOH3KGT8 | 1.1.1.100 27 [Metabolic pathways L, Citoplasma |Oxidorredutase| In./Ex.
protein] reductase Bios. second. metaba graxos/Lipideo
Fatty acid metabolisr] S
CT QOK8M1 26 ggt:yaazcibéoslynthes Metabolismo
: BC | AOAOH3KI56 26 lotin metabolism -
3-oxoacyl-[acyl-carrier- de Acidos
40 ; y-[acy AB Q6FDT8 1.1.1.100 26 |Metabolic pathways L, Citoplasma |Oxidorredutase|n./Ex.
protein] reductase Bios. second. metaba graxos/Lipideo
Fatty acid metabolisr] S
Fatty acid biosynthes Metabolismo
3-oxoacyl-[acyl-carrier- joti j Aci
41 . y-lacy BC | AOAOH3KDPO| 2.3.1.179 43 Biotin me.tabo//sm de Acidos Indefinido Transferase |In./Ex.
protein] synthase 2 Metabolic pathways | graxos/Lipideo
Fatty acid metabolisr S
. Fatty acid biosynthes Metabolismo
3-oxoacyl-[acyl-carrier- - o .
42 . BC |AOAOH3KDH9| 2.3.1.180 35 |Metabolic pathways| de Acidos Citoplasma | Transferase |In./Ex.
protein] synthase 3 - - -
Fatty acid metabolist| graxos/Lipideo
; Benzoate degradatio| Degradagdo de
3-Oxoadipate CoA- - ‘. . .
43 . CcT QO0K4S5 2.83.6 24 |Metabolic pathways | Acidos graxos | Mitocondria| Transferase |In./Ex.
transferase subunit A - —
Mic.metab. in diverse e
1.3.1.43 Phenylalanine, tyrosi
3-phosphoshikimate 1- 13.1.12 Novob/ogn biosynth Metab. de . Oxidorredutase
a4 . AB Q6FA95 2.5.1.19 80 |Metabolic pathways . Citoplasma In./Ex.
carboxyvinyltransferase Bios. second. metaba Aminoacidos ; Transferase
Biosynthesis of amin
3,4-dihydroxy-2- 4.1.949;2 ,Ifit;ofla[;/.in met:bqlis o, Metab
45 |butanone 4-phosphate |AB Q6F6V4 35425 41 olate lgsynt & "7 7" |Mitocondria | Hidrolase; Liase | In./Ex.
th Metabolic pathways| secunddrios
synthase Bios. second. metabg
T QOKDH6 62 Raa /Dracac lioarSn an
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46 |30S ribosomal protein S1 - Ribossomo In./Ex.
p BC |AOAOH3KDC2 62 da Traducdio DNA/RNA /!
AB Q6F9Y7 61
C tit. Estrut.
30S ribosomal protein €T QoK613 12 Reg./Proces. . osniit. Estru
47 BC A9ADJ2 - 12 - Ribossomo de In./Ex.
S10 da Tradugdo
AB Q6F7R1 12 Rebossomos
C tit. Estrut.
30S ribosomal protein T QOK643 14 Reg./Proces. . oSNt Estru
48 BC A9ADL7 - 14 . Ribossomo de In./Ex.
S11 da Tradugdo
AB Q6F7T5 14 Rebossomos
C tit. Estrut.
30S ribosomal protein €T QoK609 14 Reg./Proces. . osniit. Estru
49 BC A9ADI8 - 14 - Ribossomo |de In./Ex.
S12 da Tradugdo
AB Q6FDS8 14 Rebossomos
C tit. Estrut.
30S ribosomal protein T QOK642 14 Reg./Proces. . osntit. Estru
50 BC A9ADL6 - 14 . Ribossomo [de In./Ex.
S13 da Tradugdo
AB Q6F7T4 13 Rebossomos
Cosntit. Estrut.
30S ribosomal protein €T QOK632 12 Reg./Proces. .
51 BC A9ADK6 - 12 - Ribossomo de In./Ex.
S14 da Tradugdo
AB Q6F7S5 11 Rebossomos
52 30S ribosomal protein BC A9AJN9 10 Reg./Proces. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
S15 AB Q6FF13 10 da Traducdo de
Cosntit. Estrut.
30S ribosomal protein T QOKD81 2 Reg./Proces. . ! !
53 s16 BC A9ADTL - 9 da Traducio Ribossomo de In./Ex.
AB Q6F7H9 9 ¢ Rebossomos
Cosntit. Estrut.
30S ribosomal protein T QOKIE7 11 Reg./Proces. .
54 BC ASAIW3 - 11 . Ribossomo de In./Ex.
518 da Tradugdo
AB Q6F9Q9 9 Rebossomos
Cosntit. Estrut.
30S ribosomal protein cr Qok623 10 Reg./Proces. )
55 519 BC A9ADJ7 - 10 da Traducio Ribossomo de In./Ex.
AB Q6F7R6 10 ¢ Rebossomos
C tit. Estrut.
. ‘ CT QOKA16 27 Reg./Proces. . osntit. Estru
56 |30S ribosomal protein S2 |BC | AOAOH3KFU1 - 27 . Ribossomo de In./Ex.
da Tradugdo
AB Q6FA53 28 Rebossomos
- - CoSntIt. Estrut.
30S ribosomal protein Reg./Proces. .
57 BC |AOAOH3KKM1 - 9 - Ribossomo de In./Ex.
S21 da Tradugdo e rreic
. . Cosntit. Estrut.
30S ribosomal protein BC | AOAOH3KII7 8 Reg./Proces. .
58 51 - da Traducio Ribossomo de In./Ex.
AB Q6FCLO 8 ¢ Rebossomos
- C tit. Estrut.
. . a QOK625 30 Reg./Proces. . osntit. Estru
59 |30S ribosomal protein S3 | BC A9ADJ9 30 - Ribossomo de In./Ex.
da Tradugdo
AB Q6F7R8 28 Rebossomos
C tit. Estrut.
. . CT QOKo644 23 Reg./Proces. . oSNt Bstiu
60 |30S ribosomal protein S4 | BC A9ADLS - 23 N Ribossomo de In./Ex.
da Tradugdo
AB Q6F7T6 23 Rebossomos
C tit. Estrut.
. . a QOKE36 18 Reg./Proces. . osntit. Estru
61 |30S ribosomal protein S5 | BC A9ADLO - 18 - Ribossomo de In./Ex.
da Tradugdo
AB Q6F7S59 17 Rebossomos
C tit. Estrut.
. . CT QOK9ES 14 Reg./Proces. . osntit. Estru
62 |30S ribosomal protein S6 | BC A9AIW1 - 14 N Ribossomo de In./Ex.
da Tradugdo
AB Q6F9R0 15 Rebossomos
Reg,/Proces Cosntit. Estrut.
63 [30S ribosomal protein S7 |CT QO0K610 - 18 & ~ " | Ribossomo de In./Ex.
da Tradugao
Rebossomos
_ . BC A9ADI9 18 Reg./Proces. ‘ Cosntit. Estrut.
64 |30S ribosomal protein S7 . Ribossomo de In./Ex.
AB Q6FDS7 18 da Tradugdo
Rebossomos
65 |30S ribosomal protein S8 BC ASADK7 14 Reg./Promis. Ribossomo Ligacdo ao In./Ex.
AB Q6F7S6 14 da Traducdo DNA/RNA
Cosntit. Estrut.
. . T QOKED8 14 Reg./Proces. .
66 |30S ribosomal protein S9 |BC A9AHS0 - 14 - Ribossomo de In./Ex.
da Tradugdo
AB Q6F897 14 Rebossomos
4-hydroxy-3-methylbut-2{g¢c | AOAOH3KIVS | 1.17.7.3 46 |Terpenoid backbone Bios. Metab
67 |en-1-yl diphosphate AB Q6FEM3 1.17.7.1 41 |Metabolic pathways “ 7777 | Citoplasma | Oxidorredutase|/n./Ex.
) - secundarios
synthase (flavodoxin) Bios. second. metabg
Monobactam biosyn
4-hydroxy- ;;S/nzb;?synt:ess Vetab. de
68 |tetrahydrodipicolinate AB Q6F6R2 1.17.1.8 29 ‘eta olic pathways L Citoplasma |Oxidorredutase|in./Ex.
e Bios. second. metabo Aminoacidos
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feduttase Mic.metab. in diverse]
Biosynthesis of amin
BC | AOAOH3KGO09 32 |Monobactam biosyn
4-hydroxy- AB Q6F6U2 35 ;;S/nzb;?synt:ess Vetab. de
69 |tetrahydrodipicolinate 4337 ‘eta olic pathways L Citoplasma |Oxidorredutase|/n./Ex.
th Bios. second. metabg Aminoacidos
synthase Mic.metab. in diverse]
Biosynthesis of amin
4- Ubiquinone and othg
j j Metab. de
70 |Hydroxyphenylpyruvate |CT QOK2A0 1.13.11.27| 40 Tyrosmeme.tabo//sm . Citoplasma |Oxidorredutase|n./Ex.
di Phenylalanine metab| Aminoacidos
loxygenase Metabolic pathways
5- Cysteine and methior
methyltetrahydropteroylt Selenocompound me Metab. de
71 |riglutamate- AB Q6F6Z8 2.1.1.14 39 [Metabolic pathways o Citoplasma Transferase |In./Ex.
i - Aminoacidos
homocysteine Bios. second. metabo
methvltransferase Biosynthesis of amin
C tit. Estrut.
. . CT QOK603 24 Reg./Proces. . osntit. Estru
72 |50S ribosomal protein L1 |BC A9ADI2 - 24 N Ribossomo de In./Ex.
da Tradugdo
AB Q6FF93 24 Rebossomos
Cosntit. Estrut.
50S ribosomal protein €T QoK604 18 Reg./Proces. .
73 BC A9ADI3 - 18 - Ribossomo de In./Ex.
L10 da Tradugdo
AB Q6FF92 18 Rebossomos
50S ribosomal protein Reg./Proces. . Cosntit. Estrut.
74 AB 6FF94 - 15 Rib In./Ex.
111 Q da Traducdo fbossomo de n./Ex
Cosntit. Estrut.
50S ribosomal protein cr QOKEDI 16 Reg./Proces. .
75 BC | AOAOH3KCA6 - 16 - Ribossomo de In./Ex.
L13 da Tradugdo
AB Q6F898 16 Rebossomos
C tit. Estrut.
50S ribosomal protein T QOK629 13 Reg./Proces. . osntit. Estru
76 L14 BC A9ADK3 - 13 da Traducio Ribossomo de In./Ex.
AB Q6F7S2 13 ¢ Rebossomos
Cosntit. Estrut.
50S ribosomal protein cr QOk638 15 Reg./Proces. .
77 BC A9ADL2 - 15 - Ribossomo de In./Ex.
L15 da Tradugdo
AB Q6F7T1 15 Rebossomos
78 50S ribosomal protein CcT QOK626 ) 16 Reg./Proces. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L16 BC A9ADKO 16 da Traducdo de
Cosntit. Estrut.
50S ribosomal protein €T QOK646 15 Reg./Proces. .
79 BC A9ADMO - 15 - Ribossomo de In./Ex.
L17 da Tradugdo
AB Q6F7T8 14 Rebossomos
30 50S ribosomal protein BC A9ADK9 ) 13 Reg./Proces. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L18 AB Q6F7S8 12 da Traducdo de
Cosntit. Estrut.
50S ribosomal protein cr QOKD/8 14 Reg./Proces. )
81 119 BC A9ADSS - 15 da Traducio Ribossomo de In./Ex.
AB Q6F712 14 ¢ Rebossomos
C tit. Estrut.
. ‘ CT QOK622 30 Reg./Proces. . osntit. Estru
82 |50S ribosomal protein L2 |BC A9ADIJ6 - 30 . Ribossomo de In./Ex.
da Tradugdo
AB Q6F7R5 30 Rebossomos
83 50S ribosomal protein BC A9ABF6 ) 14 Reg./ProceNS. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L20 AB Q6F868 13 da Traducdo de
84 50S ribosomal protein CcT QOK6P4 ) 11 Reg./Proces. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L21 AB Q6F8G1 11 da Traducdo de
35 50S ribosomal protein CcT QO0K624 ) 12 Reg./Proces. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L22 AB Q6F7R7 12 da Traducdo de
86 50S ribosomal protein CT QO0K621 ) 12 Reg./ProceNS. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L23 BC A9ADJ5 12 da Traducdo de
87 50S ribosomal protein BC A9ADK4 11 Reg./Proces. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L24 AB Q6F7S3 11 da Traducdo de
38 50S ribosomal protein CcT QOKEP9 ) 22 Reg./ProceNS. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L25 BC A9AEY7 22 da Traducdo de
89 50S ribosomal protein BC A9AI61 9 Reg./ProceNS. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L27 AB Q6F8G2 9 da Traducdo de
Cosntit. Estrut.
50S ribosomal protein cr QOK7B2 2 Reg./Proces. .
20 BC A9AHDS - 9 . Ribossomo de In./Ex.
L28 da Tradugdo
AB Q6FES9 9 Rebossomos
Cosntit. Estrut.
. . CT QOK615 23 Reg./Proces. .
91 |50S ribosomal protein L3 |BC A9ADIJ3 - 23 A eotiin_ | Ribossomo de In./Ex.
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ud Irauugav
AB Q6F7R2 22 Rebossomos
50S ribosomal protein L3 Recombinagdo
92 |glutamine AB Q6FAR1 38 e Reparo de | Citoplasma | Transferase |In./Ex.
methyltransferase DNA
Cosntit. Estrut.
50S ribosomal protein cr QOK637 z Reg./Proces. )
93 130 BC A9ADL1 - 7 da Traducio Ribossomo de In./Ex.
AB Q6F7T0 7 ¢ Rebossomos
94 50S ribosomal protein CT QO0K929 ) 10 Reg./Proces. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L31 typeB BC A9AGS80 10 da Traducdo de
o5 50S ribosomal protein CcT QOK7B1 ) 6 Reg./Proces. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L33 BC A9AHD4 6 da Traducdo de
96 50S ribosomal protein BC | AOAOH3KES9 7 Reg./Proces. Ribossomo Cosntit. Estrut. In.JEx.
L35 AB Q6F867 7 da Traducdo de
Cosntit. Estrut.
. . T QOK620 23 Reg./Proces. .
97 |50S ribosomal protein L4 | BC A9ADJ4 - 23 . Ribossomo de In./Ex.
da Tradugdo
AB Q6F7R3 22 Rebossomos
Cosntit. Estrut.
. . T QOK631 20 Reg./Proces. .
98 |50S ribosomal protein L5 |BC A9ADKS - 20 da Traducso Ribossomo de In./Ex.
AB Q6F754 20 ¢ Rebossomos
Cosntit. Estrut.
. . T QOKe34 19 Reg./Proces. .
99 |50S ribosomal protein L6 | BC A9ADKS - 19 . Ribossomo de In./Ex.
da Tradugdo
AB Q6F7S57 19 Rebossomos
Cosntit. Estrut.
50S ribosomal protein cr QOK605 13 Reg./Proces. )
100 L7112 BC A9ADI4 - 13 da Traducdo Ribossomo de In./Ex.
AB Q6FF91 13 ¢ Rebossomos
101 | 50S ribosomal protein L9 BC ASAIWA - 16 Reg./Proceis. Ribossomo Cosntit. Estrut. In./Ex.
AB Q6F9Q8 16 da Traducdo de
1.1.1.44 Pentose phosphate p
6-phosphogluconate 1.1.1.343 AG/’IutaZhllqnem:tabol Metab. de
102 | dehydrogenase, BC | AOAOH3KKE2 51 .eta olic pathways ) Citoplasma |Oxidorredutase|In./Ex.
d boxvlati Bios. second. metabog Carbo.
ecarboxylating Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
6,7-dimethyl-8- T QOK7TI 18 Rlbof/aw.n metabolis Metab. Cofat. . .
103 ibityll . th BC A9AF24 2.5.1.78 19 |Metabolic pathways Vitami Mitocondria| Transferase |In./Ex.
ribityllumazine synthase . Q6F6V3 16 |Bios. second. metabd e Vitaminas
cT QOKDR7 57
Bios./Metab. Ligagdo/Sintese
104 |60 chaperonin BC_1AOAOH3KCND - 27 / ) Citoplasma gagdo/ In./Ex.
BC | AOAOH3KSP8 57 Proteinas de ATP
AB Q6F8P6 57
. Sinalizagdo e
Outer membrane protein Membrana
105 BC | AOAOH3KFT7 - 85 Processo L. Transporte |In./Ex.
assembly factor BamA plasmatica
Celular
Usp domain-containin
106 pr:tein g BC |AOAOH3KMQ7 - 15 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
107 | ATP synthase subunitb | BC AIAIGO ) 17 Ox:datlv?phosphory Metabo’llsmo Membrana Ligagcdo/Sintese In.JEx.
Metabolic pathways| Energético plasmatica de ATP
AAA domain-containin
108 omal "NE 1B | asFA22 - 33 Indefinido | Indefinido | Indefinido  |In./Ex.
protein
ABC-2 t t t Sinalizaga
ype r:.ms.por inalizagdo e Membrana
109 | system ATP-binding BC | AOAOH3KRV5 - 34 Processo lasmitica Transporte |In./Ex.
i
protein Celular P
ABC-t
ypesugar. . Proc. deInfo. | Membrana
110 |transporter, periplasmic |CT QOK8T5 - 64 |ABC transporters ] L. Transporte |/n./Ex.
Ambiental plasmatica
component
ABC-type transport Sinalizagdo e
Membrana
111 | system ATPase BC | AOAOH3KIO6 - 28 |ABCtransporters Processo lasmitica Transporte |In./Ex.
component Celular P
ABC-type transporter,
. Reg./Proces. . .
112 | duplicated ATPase CcT QOK6E2 - 62 . Ribossomo Hidrolase In./Ex.
. . da Tradugdo
domains:Drug RA1 family
Sinalizagdo e
ABC-type transporter, Membrana
113 . . CcT QOKBT6 - 34 Processo L. Transporte In.
periplasmic component Celular plasmatica
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114 ABC.-typejcransporter, cT QOK7B6 ) a1 ABC transporf'ers Proc.c:lelnfo. Membl"a.na Transporte | in./Ex.
periplasmic component: Quorum sensing Ambiental plasmadtica
ABC-type transporter, Sinalizagdo e
115 | periplasmic component: |CT QOKDU6 - 27 |ABCtransporters Processo Mitocondria| Transporte |In./Ex.
MolT family Celular
116 ABC-type -transporter, cT QOKEE9 ) 33 |ABCtransporters Proc. de Info. Membt:ana Transporte | in./Ex.
periplasmic component: Two-component syst| Ambiental plasmatica
ABC1 domain-containin
117 . g AB Q6FCD2 - 53 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
protein
ABC1 domain-containin
118 . g AB Q6F9S9 - 49 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
protein
CcT P46368 55 | Glycolysis /Gluconeg
j Glicolise
Acetaldehyde AB Q6FAS2 56 Pyruvate.metabollsm . A/ . .
119 1.2.1.3 Metabolic pathways | Gliconeogénes | Citoplasma |Oxidorredutase|in./Ex.
dehydrogenase 2 -
Bios. second. metabag e
Mic.metab. in diverse
CcT P14697 26 |Glyoxylate metabolis
Acetoacetyl-CoA BC [ AOAOH3KFHS 26 Butanoa.te metabolis Metab. de . .
120 1.1.1.36 Metabolic pathways Citoplasma |Oxidorredutase|/n./Ex.
reductase - — Carbo.
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Acetoacetyl-CoA f/yr}ti;ess/deg. Iket;ogt Metab. de
121 | transferase, alpha AB Q6F914 2.8.3.5 25 ar, ‘euc. and 150t ,E o Citoplasma Transferase |In./Ex.
bunit Butanoate metabolis| Aminoacidos
subuni Metabolic pathways
122 | Acetoin dehydrogenase |BC |AOAOH3KFM®6 11.11.11.37064 27 Butanoate metabolisn Mgtak;. de Citoplasma |Oxidorredutase| In./Ex.
A1, arbo.
Acetoin:2,6-
dichlorophenolindophen - . .
123 CcT P27745 2.3.1.190 35 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
ol Oxidorredutase
subunit alpha
Acetoin:2,6-
124 | dichlorophenolindophen | -7 | p57746 | 231190 | 36 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase|n./Ex.
ol Oxidorredutase
subunit beta
CcT QOKCU4 2216 64 |Val,leuc. and isol. bi
BC | AOAOH3KGS1 65 |Butanoate metabolis
AB Q6F819 63 |C5-Branched dibasic
Metab. de
125 | Acetolactate synthase Pantoth?nate and C¢ . Mitocondria| Transferase |In./Ex.
Metabolic pathways | Aminoacidos
Bios. second. metabog
2-0Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
CcT QOKCU3 18 |Val, leuc. and isol. bi
AB Q6F820 18 |Butanoate metabolis|
C5-Branched dibasic
Acetolactate synthase lll Metab. de
126 . ¥ 2216 Pantoth?nate and Cd . Mitocondria| Transferase |in./Ex.
small subunit Metabolic pathways | Aminoacidos
Bios. second. metabag
2-Oxocarboxylic acid
Biosynthesis of amin
Val.,, leuc. and isol. bi
Butanoate metabolis|
C5-Branched dibasic
Acetolactate synthase Metab. de
127 ] 4 BC | AOAOH3KINS 2216 61 Pantothe.nate and Cq . Mitocondria| Transferase |In./Ex.
large subunit Metabolic pathways| Aminodcidos
Bios. second. metabag
2-Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
Val., leuc. and isol. bi
Butanoate metabolis|
C5-Branched dibasic
Acetolactate synthase Metab. de
128 Sy BC |AonoH3Kkz2 | 2216 | 18 [Pantothenateand ¢ Metab.ce 1y onqrial Transferase |in./ex.
small subunit Metabolic pathways| Aminodcidos
Bios. second. metabo
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2-Oxocarboxylic acid

Biosynthesis of amin

160

129

Acetyl-/propionyl-

coenzyme A carboxylase

alpha chain

AB

Q6F9I0

6.3.4.14

63

Fatty acid biosynthes

Val., leuc. and isol. dd

Pyruvate metabolism

Glyoxylate metabolis

Propanoate metabol

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse

Carbon metabolism

Fatty acid metabolis

Metab. de
Carbo.

Indefinido

Transferase

In./Ex.

130

Acetyl-CoA
acetyltransferase

cT

P14611

cT

QOKBG1

CcT

QOKF99

CcT

QOK368

cT

QOK469

2.3.19

41

Fatty acid degradatic

41

Synthesis/deg. ketong

41

Val.,, leuc. and isol. dd

41

Lysine degradation

41

Benzoate degradatio

Tryptophan metaboli

Pyruvate metabolism|

Glyoxylate metabolis

Propanoate metabol

Butanoate metabolis|

Terpenoid backbone

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse|

Carbon metabolism

Fatty acid metabolisr]

Two-component syst

Degradacgdo de
Acidos graxos
e
Xenobidticos

Citoplasma

Transferase

In./Ex.

131

Acetyl-CoA
acyltransferase

BC

AOAOH3KHB1

BC

AOAOH3KGJ9

BC

AOAQH3KFY1

2.3.1.16

42

Fatty acid degradatid

42

Val., leuc. and isol. dd

41

Geraniol degradatior

Benzoate degradatio|

alpha-Linolenic acid

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse

Fatty acid metabolis

Degradagdo de
Acidos graxos
e
Xenobidticos

Citoplasma

Transferase

In./Ex.

Acetyl-CoA C-
acetyltransferase

BC

AOAOH3KNW7

BC

AOAOH3KRS2

BC

AOAOH3KS85

23.19

40

Fatty acid degradatic

41

Synthesis/deg. keton4

41

Val., leuc. and isol. dd

Lysine degradation

Benzoate degradatio|

Tryptophan metabol

Pyruvate metabolism

Glyoxylate metabolis

Propanoate metabol

Butanoate metabolis|

Terpenoid backbone

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse

Carbon metabolism

Fatty acid metabolis

Two-component syst

Degradagdo de
Acidos graxos
e
Xenobidticos

Citoplasma

Transferase

In./Ex.

133

Acetyl-CoA C-
acyltransferase

cT

QOKEF9

2.3.1.16

42

Fatty acid degradatic

Val.,, leuc. and isol. dd

Geraniol degradatior]

Benzoate degradatio

alpha-Linolenic acid

Ethylbenzene degrad

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse

Fatty acid metabolisr]

Degradagdo de
Acidos graxos
e
Xenobidticos

Citoplasma

Transferase

In./Ex.

cT

QOK281

59

Glycolysis /Gluconeg
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134

Acetyl-CoA synthetase

BC

AOAQH3KSW8

BC

AOAOH3KRU4

6.2.1.1

63

Pyruvate metabolism)

60

Glyoxylate metabolis

Propanoate metabol

Methane metabolism

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse

Carbon metabolism

Glicolise /
Gliconeogénes
e

Citoplasma

Ligase

161

In./Ex.

135

Acetyl-coenzyme A
carboxylase carboxyl
transferase subunit alpha

CcT

QOKCA7

2.1.3.15

36

Fatty acid biosynthes

BC

A9AHNS

6.4.1.2

36

Pyruvate metabolism

AB

Q6F879

30

Propanoate metabol

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse|

Carbon metabolism

Fatty acid metabolisr]

Metabolismo
de Acidos
graxos/Lipideo
s

Citoplasma

Liase

In./Ex.

136

Acetyl-coenzyme A
carboxylase carboxyl
transferase subunit beta

BC

ASAMA4

2.1.3.15

6.4.1.2

32

Fatty acid biosynthes

Pyruvate metabolism|

Propanoate metabol

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse

Carbon metabolism

Fatty acid metabolisr

Metabolismo
de Acidos
graxos/Lipideo
s

Mitocondria

Transferase

In./Ex.

Acetyl-coenzyme A
synthetase

cT

P31638

BC

AOAOH3KQ14

AB

Q6F741

6.2.1.1

73

Glycolysis /Gluconeg

72

Pyruvate metabolism|

73

Glyoxylate metabolis

Propanoate metabol

Methane metabolism

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse|

Carbon metabolism

Glicolise /
Gliconeogénes
e

Citoplasma

Ligase

In./Ex.

Acetylglutamate kinase

CcT

QOKF61

AB

Q6FDQ8

2728

33

Arginine biosynthesis

32

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

2-Oxocarboxylic acid

Biosynthesis of amin

Metab. de
Aminoacidos

Citoplasma

Transferase

In./Ex.

139

Acetylornithine
aminotransferase

BC

AOAOH3KDU4

2.6.1.81

44

Arginine and proline

Metabolic pathways

Metab. de
Aminoacidos

Citoplasma

Transferase

In./Ex.

140

Acetylornithine
deacetylase

BC

AOAOH3KFN9

3.5.1.16

44

Arginine biosynthesis

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

2-Oxocarboxylic acid|

Biosynthesis of amin

Metab. de
Aminoacidos

Citoplasma

Hidrolase

In./Ex.

141

Acetyltransferase
component of pyruvate
dehydrogenase complex

BC

AOAOH3KFX4

2.3.1.12

57

Glycolysis /Gluconeo

Citrate cycle (TCA cyc

Pyruvate metabolism|

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse|

Carbon metabolism

Glicolise /
Gliconeogénes
e

Mitocondria

Transferase

In./Ex.

142

Aconitate hydratase

cT

QOK8F1

cT

QOKAG3

BC

AOAOH3KKF8

AB

Q6F827

4213

98

Citrate cycle (TCA cyc

95

Glyoxylate metabolis

99

Metabolic pathways

100

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse|

Carbon metabolism

2-0Oxocarboxylic acid|

Biosynthesis of amin

Ciclo do Acido
Tricarboxilico

Mitocondria

Liase

In./Ex.

143

Aconitate hydratase 1

BC

AOAOH3KPT4

4213

94

Ciclo do Acido
Tricarboxilico

Mitocondria

Liase

In./Ex.

cT

Q0K3Q9

BC

AOAQH3KJL7

AB

Q6FoU3

4213

93

Citrate cycle (TCA cyc

93

Glyoxylate metabolis

95

Propanoate metabol
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4.2.1.99 Metabolic pathways | . -
. - Ciclo do Acido | . . .
144 | Aconitate hydratase B Bios. second. metabd| _ . Mitocondria Liase In./Ex.
- — Tricarboxilico
Mic.metab. in diverse]
Carbon metabolism
2-0Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
cT QOK8M2 9 [Metabolic pathways | Metabolismo
145 | Acyl carrier protein BC A9ADES - 9 Bios. second. metabd de Acidos Citoplasma Indefinido In./Ex.
AB Q6FDT7 9 graxos/Lipideo
AB Q6F7U0 44 | Fatty acid degradatid
CT QOKEG1 65 |Metabolic pathways
CcT QOKCR3 45 | Fatty acid metabolisr] Degradagdo de
CcT QOKCR2 40 Acidos graxos . .
146 | Acyl-CoA dehydrogenase 1.3.88 Citoplasma |Oxidorredutase|/n./Ex.
Y yaroe cT | QOKBF9 68 e P /
CT QO0K376 45 Xenobidticos
AB Q6FEG4 65
AB Q6FEG3 69
cT Q0K372 43 |Caprolactam degrad{Degradacdo de
Acyl-CoA dehydrogenase, - ‘. - .
147 i . B . g CT QOK3F2 1.3.99.- 40 |Metabolic pathways| Acidos graxos | Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
short-chain specific - —
Mic.metab. in diverse e
Fatty ac:_d blosynthgs Degradaco de
Acyl-CoA synthetase Fatty acid degradatid ; .
. . - Acidos graxos | Membrana .
148 | (Long-chain-fatty-acid-- |AB Q6FFF5 6.2.1.3 62 |Metabolic pathways L. Ligase In./Ex.
> - - e plasmatica
CoA ligase) Fatty acid metabolisn T
Quorum sensing Xenobidticos
CT QOKF25 52 |Cysteine and methior] Metab. de
149 | Adenosylhomocysteinase |BC | AOAOH3KIT2 33.11 52 |Metabolic pathways Aminoéc.idos Citoplasma Hidrolase In./Ex.
AB Q6FA43 51
Adenosylmethionine-8- Arginine and proline|  Metab. de
150 |amino-7-oxononanoate |[BC | AOAOH3KG45| 2.6.1.113 52 ) Aminozcidos Mitocondria| Transferase |in./Ex.
aminotransferase Metabolic pathways
CT QOKE20 24 ;’_:'r/ne.metaboi/,sr;? Metabolismo
151 | Adenylate kinase BC AIAGK1L 2743 24 /amme.meta ofsm de Citoplasma | Transferase |In./Ex.
AB Q6FD71 24 |Metabolic pathways 3
- Nucleotideos
Bios. second. metabg
CT QOK722 51 f\;mn‘e metabolism Metabolismo
152 | Adenylosuccinate Liase BC_{ AOAOH3KBX6 4322 22 anine, gspartate ar de Citoplasma Liase In./Ex.
AB Q6FCW4 51 |Metabolic pathways ,
- Nucleotideos
Bios. second. metabg
Adenylosuccinate CT Q0K972 47 Purm-e metabolism de ' .
153 thet BC | AOAOH3KF93 6.344 48 |Alanine, aspartate ar Nucleotid Citoplasma Ligase In./Ex.
synthetase AB Q6FCS7 47 |Metabolic pathways ucieotideos
154 | ADP-L-glycero-D-manno- 15 | ngapyg | 51320 | 37 |LROROlysaccharide § Metabolismo | oy 1o | 1somerase  [in/Bx.
heptose-6-epimerase Metabolic pathways| de Acidos
Aerobic-type carbon
155 | monoxide dehydrogenase|CT QOKEI3 1.2.74 85 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase| Ex.
homolog, large subunit
Alanine, aspartate ar Metab. de
156 | Alanine dehydrogenase |BC | AOAOH3KLS4 1411 38 |Taurine and hypotau o Citoplasma |Oxidorredutase|n./Ex.
- Aminoacidos
Metabolic pathways
CT Q0K823 95 Biossintese de
157 | Alanine--tRNA ligase BC A9AC16 6.1.1.7 95 hoacyl-tRNA biosynth] Aminoacil- Citoplasma Ligase In./Ex.
AB Q6FCT2 97 tRNA
158 | Alanyl aminopeptidase N |cT | qokexo | 34.112 |100 [Glutathione metabol} Peptidases e | iy hicma | Hidrolase | in./Bx.
Metabolic pathways inibidores
Bios. Metab.
159 | Aldehyde dehydrogenase |AB Q6FES8 1.2.1.68 54 L. Citoplasma |Oxidorredutase|/n./Ex.
secunddrios
Aldehyde reductase,
160 | related to diketogulonate |CT QOK6WO 1.1.1.21 31 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase| Ex.
reductase
Alkyl hydroperoxide . .
161 CcT QOKBM7 1.11.1.28 18 Resp. Estresse | Citoplasma |Oxidorredutase| Ex.
reductase AhpD
162 Alkyl hydroperoxide BC | AOAOH3KG12| 1.11.1.24 19 Resp. Estresse | Citoplasma |Oxidorredutase|in./Ex.
reductase AhpD
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Alkyl hydroperoxide
163 yihyarop BC | AOAOH3KCJ5 | 1.11.1.24 11 Resp. Estresse | Citoplasma |Oxidorredutase|in./Ex.
reductase AhpD
164 Alkyl hydroperoxide AB Q6FAK2 1.11.1.26 21 Resp. Estresse | Citoplasma |Oxidorredutase|in./Ex.
reductase C BC | AOAOH3KK97 20
Alkyl hydroperoxide
reductase subunit,
165 | FAD/NAD(P)-binding, AB Q6FCVO 1.11.1.24 56 Resp. Estresse | Citoplasma | Oxidorredutase|in./Ex.
detoxification of
hydroperoxides
Alpha-2-macroglobulin- . Membrana
. Peptidases e .
166 | like large extracellular BC | AOAOH3KRP4 - 217 inibidores externa da Hidrolase In./Ex.
alpha-helical protein célula
Purine metabolism
Amidophosphoribosyltra i Metab. de
167 P P 4 AB Q6FCL7 24.2.14 57 Alanine, gspartate an . Indefinido Transferase |In./Ex.
nsferase Metabolic pathways| Aminodcidos
Bios. second. metabag
Amino_oxidase domain- - Membrana .
168 . . AB Q6F770 - 50 Indefinido . Oxidorredutase| n./Ex.
containing protein plasmadtica
169 [ Aminopeptidase BC |A0AOH3KBKS | 3.4112 | 79 [Glutathionemetabol} Peptidasese | Membrana |y oioce |1 /ex.
Metabolic pathways | inibidores externa da
170 | Aminopeptidase N AB Q6FAT2 34.11.2 99 G/utath/?nemetabol Pf-zp.tlf:lases e | Membrana Hidrolase |In./Ex.
Metabolic pathways| inibidores externa da
CT QOKCH9 43 | Cysteine and methion
BC |AOAOH3KGN7? 43 | Tyrosine metabolism
BC |AOAQH3KUUS 44 | Phenylalanine metab)
] il Metab.de
171 | Aminotransferase AB Q6F9C7 2.6.1.57 44 Phenylgla‘nmsj’, tyrosi . Citoplasma Transferase |In./Ex.
AB Q6FFR7 45 |Novobiocin biosynth{ Aminoacidos
Metabolic pathways
Bios. second. metabag
Biosynthesis of amin
VTETan oS IMo
172 | AMP nucleosidase BC | AOAOH3KIX3 3.2.24 57 de Citoplasma Hidrolase In./Ex.
Nl 1 ticl
BC | AOAOH3KKAS 55 |Phenylalanine, tyrosi
Anthranilate synthase AB Q6FFO8 22 Metabol:c pathways Metab. de . .
173 413.27 Bios. second. metabg . Indefinido Liase In./Ex.
component 1 - - — Aminoacidos
Biosynthesis of amin
Quorum sensing
Phenylalanine, tyrosi
. Metabolic pathways
Anthranilate synthase Metab. de
174 rate sy a8 | P00902 | 4.1.3.27 | 22 [Bios.second. metabd . .- Indefinido Liase In./Ex.
component 2 - - - — Aminoacidos
Biosynthesis of amin
Quorum sensing
Arginine biosynthesis
- . . Metabolic pathways
Arginine biosynthesis Metab. de
175 .g . y ] BC | AOAOH3KCOO| 2.3.1.35 43 | Bios. second. metabg . Mitocondria| Transferase |In./Ex.
bifunctional protein Argl - —1 Aminodacidos
2-Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
176 | Arginine N- BC |AOAOH3KDN3| 2.3.1.109 | 38 [Ainineand prolinef Metab.de |\ ociiqo | Transferase |in./Ex.
succinyltransferase Metabolic pathways | Aminoécidos
CcT QOKFBO 65 Biossintese de
177 | Arginine--tRNA ligase BC A9AE5S8 6.1.1.19 65 |Aminoacyl-tRNA bios| Aminoacil- Citoplasma Ligase In./Ex.
AB Q6FFMO 67 tRNA
CT QOK7MO 51 |Arginine biosynthesis
BC P59615 51 |Alanine, aspartate arj
. . . - Metab. de . .
178 | Argininosuccinate Liase | AB Q6FFB2 4321 53 |Metabolic pathways L Citoplasma Liase In./Ex.
- Aminoacidos
Bios. second. metabg
Biosynthesis of amin
CT Q0JY61 49 |Arginine biosynthesis
Argininosuccinate BC P53608 49 _|Alanine, gspartate 9 Metab. de . .
179 AB Q6FD28 6.3.4.5 50 |Metabolic pathways . Citoplasma Ligase In./Ex.
synthase - Aminoacidos
Bios. second. metabg
Biosynthesis of amin
Aspartate CT QOK7N2 35 Pyrlmldlne metabolis de N
180 b It ¢ BC A9AFI4 2132 37 |Alanine, aspartate arn Nucleotid Indefinido Transferase |In./Ex.
carbamoyltransferase AB QBFCRS 37 | Metabolic pathways ucleotideos
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Aspartate CT QOKEG8 68 Biossintese de
182 tRIE)lA(As /Asn) ligase BC A9AFC7 6.1.1.12 68 |Aminoacyl-tRNA bios| Aminoacil- Citoplasma Ligase In./Ex.
P & AB | QBFEH6 67 tRNA
CT QOK8H1 41 |Glycine, serine and th
BC | AOAOH3KU20 40 |Monobactam biosyn
AB Q6FEU9 41 |Cysteine and methior
. Lysine biosynthesis
Aspartate-semialdehyde Metab. de
183 P y 1.2.1.11 Metabolic pathways . Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
dehydrogenase - Aminoacidos
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
2-0Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
CcT QOKCA5 45 | Glycine, serine and th
BC | AOAOH3KFZ0 45 |Monobactam biosyn
AB Q6FCT3 46 | Cysteine and methior
. Lysine b/?syntheS/s Metab. de .
184 | Aspartokinase 2724 Metabolic pathways . Citoplasma | Transferase |In./Ex.
- Aminoacidos
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
2-Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
185 Aspartyl/glutamyl- BC A9AC50 6.3.5.6 53 Am/noac'yl-tRNA bios| Bloss.lntes?de Mitocondria Ligase In./JEx.
tRNA(Asn/Gln) AB Q6FDY4 6.3.5.7 54 | Metabolic pathways| Aminoacil-
ATP CT Q0K971 42 |Histidine metabolism|
1 Metab. de
186 | phosphoribosyltransfera BC A9AHOS - 42 Metabolic pathways . Citoplasma Indefinido In./Ex.
. AB Q6FCS8 43 |Bios.second. metabd Aminoacidos
seregulatory subunit - - -
Biosynthesis of amin
ATP synthase beta Metabolismo
Membrana |[Ligagdo/Sintese
187 | subunit/transription cr | aQoki1s ; 126 de rana |Ligacdo/si In./Ex.
o , plasmatica de ATP
termination factor rho Nucleotideos
188 ATP-synthase epsilon BC A9AJG5 ) 15 Oxtdat/v?phosphory Metaboill-smo Membfa.na Transporte  |in./Ex.
chain AB Q6FFJ9 15 [Metabolic pathways| Energético plasmatica
ATP synthase gamma T QOK5M6 32 Oxtdat/ve.phosphory Metabolismo | Membrana
189 . BC A9AIG3 - 32 |Metabolic pathways . L. Transporte |In./Ex.
chain Energético plasmatica
AB Q6FFK1 32
ATP synthase subunit €T QOKSM5> 7122 22 Ox:datlv?phosphory Metabolismo | Membrana
190 BC A9AIG2 7221 56 |Metabolic pathways . L Translocase |In./Ex.
alpha Energético plasmatica
AB Q6FFK2 56
191 | ATP synthase subunitb |AB Q6FFK4 - 17 Oxtdat/ve.phosphory Metabo{ll.smo Membt”a.na Transporte |In./Ex.
Metabolic pathways| Energético plasmatica
ATP synthase subunit T QOKSM7 7122 21 OXIdatlv?phosphory Metabolismo | Membrana
192 beta BC A9AJG4 7.2.2.1 51 |Metabolic pathways Eneredtico lasmética Translocase |In./Ex.
AB | QBFFKO 50 & P
103 | ATP synthase subunit BC A9AIG1 ) 19 Oxtdatlve:’phosphory Metabo{ll-smo Membra}na Transporte | in./Ex.
delta AB Q6FFK3 20 |Metabolic pathways| Energético plasmatica
ATP-binding protease Peptidases e | Membrana .
194 AB Q6FCI1 - 84 o L. Hidrolase In./Ex.
component inibidores plasmatica
ATP-dependent Clp .
. Peptidases e | Membrana .
195 | protease ATP-binding BC | AOAOH3KLK6 - 84 . L. Hidrolase In./Ex.
. inibidores plasmatica
subunit
ATP-dependent Clp .
. Peptidases e | Membrana .
196 | protease ATP-binding BC | AOAOH3KZH7 104 . L. Hidrolase In./Ex.
. inibidores plasmatica
subunit
ATP-dependent Cl
p Clp cT QOKBK3 47 Bios./Metab. | _
197 | protease ATP-binding BC A9AJR1 - 46 Proteinas Citoplasma Chaperona |In./Ex.
subunit ClpX AB Q6FEP7 48
ATP-dependent Cl
p P cT QOKBK4 23 Peptidasese | _. :
198 | protease proteolytic BC | AOAOH3KFL9 | 3.4.21.92 24 inibidores Citoplasma Hidrolase In./Ex.
subunit AB Q6FEP8 23
ATP-dependent DNA Replicagdo e | DNA/Cromo
199 . P AB Q6F7P7 3.6.4.12 77 |Homologous recomb plicac / Hidrolase In./Ex.
helicase RecG Reparo de ssomo
ATP-dependent DNA Recombinagdo . .
200 . AB Q6FDR1 3.6.4.12 78 Indefinido Hidrolase In./Ex.
helicase Rep e Reparo de
201 | ATP-dependent helicase | AB Q6FAK3 3.6.4.13 148 Metabolismo | Indefinido Hidrolase | In./Ex.
»n> | ATP-dependent protease |CT QOKF69 ) 49 Bios./Metab. | i iiocoa | rhonerana im0
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" | ATPase subunit HslU BC_| AOAOH3KB45 50 Proteinas | T Temmemm ot
ATP-dependent protease Bios./Metab.
203 CcT K1F - 102 itopl h In./Ex.
Clo, ATPase subunit Qo 3 0 Proteinas Citoplasma Chaperona n./Ex
204 ATP-dependent pr?tease CcT QO0K794 - 84 Blos./l\/!etab. Citoplasma Chaperona | Ex.
Clo. ATPase subunit Proteinas
205 |ATP-dependent RNA BC | A0AOH3KQ92| 36413 | 53 |RNAdegradation | MEPONSMO | i hiacma | Hidrolase  [in./ex.
helicase de RNA
206 ATP-dependent RNA AB Q6FCM5 3.6.4.13 44  |RNA degradation Metabolismo Citoplasma Hidrolase In./Ex.
helicase RhIB de RNA
ATP-dependent zinc €T QOK8Y> 63 Peptidases e . . .
207 BC |AOAOH3KME9| 3.4.24.- 69 . Mitocondria Hidrolase In./Ex.
metalloprotease FtsH inibidores
AB Q6F8N2 70
208 | ATP-NAD/AcoX kinase BC | AOAOH3KP21 - 37 Metab. Cofat. | Mitocondria | Transferase |/n./Ex.
Bacterial DNA-bindin Ligagdo ao
209 ra® 98 ler | aokiTe - 16 Indefinido | Indefinido gac In./Ex.
protein, histone-like DNA/RNA
CcT QOKEU2 18 Membrana
Metab. Cofat.
210 | Bacterioferritin BC_1A0AOH3KGKOY 4 1634 19 Porphyrin and chlorg . externada |Oxidorredutase|/n./Ex.
AB Q6FDV6 18 e Vitaminas ,
célula
AB Q6F7G5 17
211 Be?cterloferrmn FO- BC_| AOAQH3KK17 1.11.1.24 17 Indefinido Membra.na Oxidorredutase| In./Ex.
migratory protein AB Q6F9A1 18 plasmatica
cT QOKFR7 41 |DNA replication Replicacdo e
212 | Beta sliding clamp BC |AOAOH3KFM3 2.7.7.7 41 |Mismatch repair Reparo de Indefinido Transferase |In./Ex.
AB Q6FG20 42 |Homologous recomb DNA
Beta-ketoacyl-ACP Fatty acid biosynthes Metabolismo
213 synthasell (3-oxoa?cy|- AB Q6FDTO 2.3.141 43 Biotin me.tabollsm deACIfﬂ(?S Citoplasma Transferase |In./Ex.
[acyl-carrier-protein] Metabolic pathways | graxos/Lipideo
svnthase|) Fatty acid metabolisr <
Fatty acid degradatic
Val., leuc. and isol. dd
Geraniol degradatior
Benzoate degradatio| Degradagdo de
Beta-ketoadipyl CoA -Li i id | Acidos graxos
214 |°¢ Py cr | aokass | 23116 | ap [elpho-Linolenic acid § ACiAos graxos 1y dria | Transferase  |in./ex.
thiolase Ethylbenzene degrad e
Metabolic pathways | Xenobidticos
Bios. second. metabg
Mic.metab. in diverse]
Fatty acid metabolis
Fatty acid degradatic
Synthesis/deg. ketong
Val., leuc. and isol. dd
Lysine degradation
Benzoate degradatio|
Tryptophan metabol,
Pyruvate metabolism Degradaco de
Glyoxylate metabolis| : .
. Acidos graxos .
215 | Beta-ketothiolase BktB CcT QOKBP1 2.3.1.9 41 |Propanoate metabol Citoplasma | Transferase |In./Ex.
Butanoate metabolis| ej, )
Terpenoid backbone Xenobiéticos
Metabolic pathways
Bios. second. metabg
Mic.metab. in diverse]
Carbon metabolism
Fatty acid metabolisr]
Two-component syst
4.2.1.51 Phenylalanine, tyrosi
1 Metab. de Liase;
216 | Bifuctional protein aB | aerags |-22235 | 44 |Metabolic pathways| Metab. Citoplasma ' In.JEx.
Bios. second. metabg Aminoacidos Isomerase
Biosynthesis of amin
Bifunctional glutamine
Metab. de
217 |SYnthetase AB Q6FEI9 27789 | 106 et Citoplasma | Transferase |in./Ex.
adenylyltransferase/aden Aminodcidos
ylyl-removing enzyme
4.1.2.14 Pentose phosphate p
4.1.3.42 Glyoxylate metabolis Metab. de
218 | Bifunctional protein AB Q6FEN9 22 |Metabolic pathways m_lﬂ; Citoplasma Liase In./Ex.
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Mic.metab. in diverse] hitha
Carbon metabolism
Fructose and manno
i Metab. de
219 | Bifunctional protein AB Q6FFS5 5428 51 Amino su'gar and nu Citoplasma Isomerase |In./Ex.
Metabolic pathways Carbo.
Bios. second. metabg
1.5.1.5 One carbon pool by f
Bifunctional protein FolD 3549 Metabolic pathways| Metab. de . Hidrolase;
220 AB 6F8N7 30 Citoplasma In./Ex.
2 Q Mic.metab. in diverse] Aminoacidos P Oxidorredutase /
Carbon metabolism
221 Bifunctional protein AB Q6F6U9 2.7.7.23 49 |Amino su.gar and nud Metab. de Citoplasma | Transferase |in./ex.
GlmU 2.3.1.157 Metabolic pathways Carbo.
Bifunctional purine T QOKECO 32-1ff’0 56 gurmerzetabohslrz Metabolismo Transferase:
222 | biosynthesis protein BC AIAHT0 2.4 26 N1€ ca7bon poo vf de Citoplasma ) " |In./Ex.
AB Q6F9P5 56 |Metabolic pathways , Hidrolase
PurH - Nucleotideos
Bios. second. metabg
223 | Biotin carboxylase CcT QOKF85 6.3.4.14 73 |val, /euc: and isol. d4  Metab. de Indefinido Ligase In./Ex.
Metabolic pathways| Aminoacidos
CT QOK6X4 50 |Fatty acid biosynthe
BC |AOAOH3KKG4 | 6.3.4.14 50 |Pyruvate metabolism|
AB Q6FBI5 51 |Propanoate metabol
1 Metab. de
224 | Biotin carboxylase 6412 MEtabOIIC pathways Indefinido Ligase In./Ex.
Bios. second. metabg Carbo.
Mic.metab. in diverse]
Carbon metabolism
Fatty acid metabolis
Branched-chain amino ABC transporters
. Proc. deInfo. | Membrana
225 | acid transport system BC |AOAOH3KQQ7 - 28 . ) L Transporte |In./Ex.
o . Quorum sensing Ambiental plasmatica
ATP-binding protein
Branched-chain amino
. ABC transporters Proc.deInfo. | Membrana
226 | acid transport system BC | AOAOH3KNOO - 40 . . L. Transporte |In./Ex.
o . Quorum sensing Ambiental plasmatica
substrate-binding protein
Branched-chain amino ABC transporters
. Proc. deInfo. | Membrana
227 | acid transport system BC | AOAOH3KII3 - 43 . ] L. Transporte |/n./Ex.
o . Quorum sensing Ambiental plasmatica
substrate-binding protein
Branched-chain amino ABC transporters
. Proc.deInfo. | Membrana
228 | acid transport system BC | AOAOH3KNCO - 39 . ] L. Transporte |In./Ex.
o . Quorum sensing Ambiental plasmatica
substrate-binding protein
Branched-chain amino ABC transporters
. Proc.deInfo. | Membrana
229 | acid transport system BC | AOAOH3KIMO - 40 . . L. Transporte |/n./Ex.
. . Quorum sensing Ambiental plasmatica
substrate-binding protein
BC | AOAOH3KHAS8 34 Cysteine and methior]
AB Q6FEI8 35 |Val, leuc. and isol. dd
Val., leuc. and isol. bi
B hed-chain-amino- Metab. d
230 r.anc e. chain-amino 2.6.1.42 Pantothe.nate and Cd .e a, X € Mitocondria| Transferase |In./Ex.
acid aminotransferase Metabolic pathways | Aminodcidos
Bios. second. metabg
2-Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
imidi is| Metabolismo
Carbamoyl-phosphate CcT QOK8Y0 118 Pyr/rr.nd/ne metabolis . .
231 svnthase laree chain BC |AOAQH3KDV9 6.3.5.5 119 |Alanine, aspartate ar de Citoplasma Ligase In./Ex.
Y & AB_|_Q6F8M6 118 |Metabolic pathways | Nucleotideos
imidi is| Metabolismo
Carbamoyl-phosphate BC | AOAOH3KE39 41 Pyr:n?ldlne metabolis . .
232 . AB Q6F8M7 6.35.5 41 |Alanine, aspartate ar de Citoplasma Ligase In./Ex.
synthase small chain - B
Metabolic pathways | Nucleotideos
Carbon monoxide
233 CcT QOKEI4 1.253 28 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
dehydrogenase homolog,
Carboxy-terminal Peptidases e | Membrana .
234 BC | AOAOH3KRK3 |3.4.21.102 56 . L. Hidrolase In./Ex.
protease inibidores plasmatica
Carboxy-terminal .
. Peptidases e | Membrana .
235 | protease for penicillin- AB Q6FEN1 3.4.21.102| 80 . L. Hidrolase In./Ex.
. . inibidores plasmatica
binding protein
236 | Carboxyltransferase CcT QOKF92 6.4.1.4 58 val, /euc: and isol. d4  Metab. de Indefinido ligase In./Ex.
Metabolic pathways| Aminoacidos
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26 |Chlorocyclohexane a Degradaco de
Carboxymethylenebuteno Fluorobenzoate degr Acidos graxos
237 lid BC | AOAOH3KU99| 3.1.1.45 Toluene degradation Citoplasma Hidrolase In./Ex.
1dase Metabolic pathways Pj, )
Mic.metab. in diverse Xenobidticos
Peptidases e
238 | Carboxypeptidase C BC | AOAOH3KC37 - 57 p . Indefinido Hidrolase In./Ex.
inibidores
Peptidases e
239 | Carboxypeptidase C BC | AOAOH3KX03 - 60 p i Indefinido Hidrolase In./Ex.
inibidores
Catabolite repression . . Replicagdo e . .
240 . AB Q6F6275 3.1.11.2 33 |Baseexcision repair Citoplasma Hidrolase In./Ex.
control protein Reparo de
CT QOK815 82 |Phenylalanine metab
Metab. de
241 | Catalase-peroxidase BC AIAGES 1.11.1.21 80 Tryptoph.an metabol . Indefinido |Oxidorredutase|/in./Ex.
Metabolic pathways| Aminoacidos
Bios. second. metabag
Chlorocyclohexane a
Benzoate degradatio| Degradaco de
Fluorobenzoate degr{ : .
) - Acidos graxos . .
242 | Catechol 1,2-dioxygenase | BC | AOAOH3KXJ8 | 1.13.11.1 33 |Toluene degradation Citoplasma |Oxidorredutase|n./Ex.
Metabolic pathways Gj‘, )
Mic.metab. in diverse Xenobidticos
Deg. aromatic compd
Cati Itid ffl
ation/multidrug efflux Proc. deInfo. | Membrana
243 | system outer membrane |CT Q0JYI3 - 44 ] L. Transporte |/n./Ex.
. Ambiental plasmatica
porin
244 | CDP-6-deoxy-delta-3.4- | g |\ 0003KQ2| 11711 | 38 [Aminosugarand nu¢ Metab.de |\ yocinido |oxidorredutasein./Bx.
glucoseen reductase Metabolic pathways C%rbo.
o STaNZagao € -
Cell division inhibitor Membrana | Proteinas do
245 | S CVISION INATDL cr | ok - 29 Processo el rorel In./Ex.
MinD L plasmdtica | Citoesqueleto
246 Cell division inhibitor, a AB Q6FDRE ) 31 Sinalizagdo e Membrana Proteinas do In.JEx.
membrane ATPase Processo plasmdtica | Citoesqueleto
L . Sinalizagdo e | Membrana | Proteinas do
247 | Cell division protein FtsA |BC | AOAOH3KKD1 - 44 L. . In./Ex.
Processo plasmatica | Citoesqueleto
248 | Cell division protein FtsZ |AB Q6F708 - 42 Sinalizagdo e | Membrana | Proteinas do | /.
Processo nlasmatica Citoesaueleto
L . Sinalizagdo e | Membrana | Proteinas do
249 | Cell division protein ZapE |AB Q6F977 - 44 L. . In./Ex.
Processo plasmatica | Citoesqueleto
Sinalizagdo e
Cell division topological (T QOKFI> 2 ¢ Membrana | Proteinas do
250 specificity factor BC AJAERS i 2 Processo lasmatica | Citoesqueleto In./Ex.
P v AB | _Q6FDRY 10 Celular | P d
251 Cellshape—determining AB Q6FDYO i 32 Sinalizagdo e Membra'na P'roteinas do n.
protein MreC Processo plasmatica | Citoesqueleto
. €T QOKIH> 26 Bios./Metab. .
252 | Chaperone protein ClpB  |BC | AOAOH3KFCS8 - 96 Proteinas Citoplasma Chaperona |In./Ex.
AB Q6FCSO 95
CT QOK757 70
253 | Chaperone protein DnaK |BC A9AGBS - 70 |RNA degradation Resp. Estresse | Citoplasma Chaperona |In./Ex.
AB Q6F6N3 69
Chaperone protein hchA 4.2.1.130 Pyruvate'metabo//sm Metab. de N . _
254 AB Q6FD16 3.5.1.124 32 |Metabolic pathways Indefinido [Hidrolase; Liase|/n./Ex.
(Hsp31) - — Carbo.
Mic.metab. in diverse
255 Chaperone protein HscA BC A9AGU7 - 66 BIOS'/MEtab' Citoplasma Chaperona |In./Ex.
homolog Proteinas
256 | Chaperone protein HtpG BC | ADAOH3KLS0 - 71 Blos./Metab. Citoplasma Chaperona |In./Ex.
AB Q6FF82 72 Proteinas
257 | Chaperone SurA BC |AOAOH3KM21 5.2.1.8 49 Blos./Metab. Indefinido Isomerase In./Ex.
AB Q6F9W3 50 Proteinas
258 | Chloride peroxidase BC | AOAOH3KJCO | 1.11.1.10 | 30 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| /n./Ex.
CcT QOKC14 39 |Phenylalanine, tyrosi
i Metab. de
259 | Chorismate synthase BC AIABGI 4235 39 Metabollcpathways . Citoplasma Liase In./Ex.
AB Q6FAR2 39 |Bios.second. metabg Aminoacidos
Biosynthesis of amin
260 -Cf?r-omosomal‘ replication AB Q6FG21 - 52 |Two-component syst Replicagdo e Citoplasma Ligagao ao In./Ex.
initiator protein DnaA Reparo de DNA/RNA
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261 Chromosome partitioning AB Q6FOWS ) )8 Sinalizagdo e Indefinido Ligagdo ao In./Ex.
protein Processo DNA/RNA
Chromosome partitionin Sinalizagdo e Ligacdo ao

262 . P 8lag | asFOW - 33 ¢ Indefinido ga¢ In.JEx.
protein Processo DNA/RNA

CcT QOK8G2 49 |Citrate cycle (TCA cyc
BC |AOAOH3KKG6 49 | Glyoxylate metabolis
AB Q6F8K6 47 |Metabolic pathways
i Ciclo do Acido
263 | Citrate synthase 2.3.3.1 BI(?S.SeCOHC{. métabo . o Citoplasma Transferase |In./Ex.
Mic.metab. in diverse| Tricarboxilico
Carbon metabolism
2-Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
CT QOKAG4 43 |Propanoate metaboll .. -
. - Ciclo do Acido .
264 | Citrate synthase BC | AOAOH3KXF7 2.3.35 43 |Metabolic pathways Tricarboxilico Citoplasma | Transferase |In./Ex.
AB Q6F8W4 40

265 | CoPalamin biosynthesis | 5~ | A5 a0H3KBOS - 47 Indefinido | Indefinido | Indefinido |in./Ex.
protein
Cobalamin biosynthesis

266 orotein ¥ BC | AOAOH3KBC9 - 40 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.

267 Cold-shock protein, DNA- T QOK5B6 ) 7 Regulagdo/Pro Citoplasma Ligagdo ao Ex.
binding cessamento DNA/RNA

CcT QOKCE5 61 |Pyrimidine metabolis| Metabolismo
268 | CTP synthase BC A9AGWO 6.3.4.2 61 |Metabolic pathways de Citoplasma Ligase In./Ex.
AB Q6FAT7 61 Nucleotideos
BC |AOAOH3KFW7 A6 | Thiamine metabolisni Metab. Cofat
269 | Cysteine desulfurase IscS | AB Q6FCE2 2.8.1.7 45 |Metabolic pathways 77| citoplasma | Transferase |In./Ex.
e Vitaminas
Sulfur relay system
CT QOKAG7 36 |Cysteine and methior]
AB Q6FBQ5 35 |Sulfur metabolism
AB Q6F845 34 |Metabolic pathways
. - Metab. de .
270 | Cysteine synthase 2.5.1.47 Bios. second. metabag . Citoplasma | Transferase |In./Ex.
- — Aminoacidos
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
. . . . |Biossintesede| _. .
271 | Cysteine--tRNA ligase AB Q6FC71 6.1.1.16 54 |Aminoacyl-tRNA bios Aminoacil Citoplasma Ligase In./Ex.
272 | Cytidylate kinase BC AIADVS 2.7.4.25 24 Pyr/m/d/n.e metabolis} Metabolismo Citoplasma | Transferase |In./Ex.
AB Q6F9Y6 25 |Metabolic pathways de

273 Cytochrome c oxidase sc | A0AoH3KHSE 7119 56 Ox:datlv?phosphory Metabo’llsmo Membrana Translocase |In./Ex.
subunit 2 Metabolic pathways | Energético plasmdtica
Cytochrome d terminal Oxidative phosphory| Metabolismo | Membrana

274 | oxidase, polypeptide AB Q6FA37 71.1.7 59 L. L. Translocase |In./Ex.
subunit | Two-component syst Energético plasmatica

275 Cytochrome D-lactate BC | AOAOH3KCD2 1.1.24 50 Pyruvate.metabollsm Metab. de Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
dehydrogenase Metabolic pathways Carbo.

1.1.1.95 Glycine, serine and th
1.1.1.399 Cysteine and methior
Methane metabolism
D-3-phosphoglycerate 1 Metab. de
276 P phogly AB Q6F7J0 44 Metabo//c pathways . Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase Bios. second. metabo Aminoacidos
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
D-alanine--D-alanine g'A/lfl;/nj‘mem:'O/ISf Biossintese de

277 | AB Q6F705 6.3.2.4 33 epti og.ycan 1oyn Peptidoglican | Citoplasma ligase In./Ex.

ligase Metabolic pathways
Vancomycin resistan 0

278 | D-alanyl-D-alanine BC |nonoH3kHQs| 34164 | aa [Peptidoglycan biosydBiossintesede| o oioca | Hidrolase | in./Bx.
carboxypeptidase Metabolic pathways | Peptidoglican

279 | dCTP deaminase a8 | QsFE29 35413 | 21 [|Pyrimidine metabolis) Metabolismo | 0 1cno | Hidrolase  [in./ex.

Metabolic pathways de
280 | Deacylase BC | AOAOH3KRF1 35187 46 Pyr/m/d/n.e metabolis| Metabolismo Indefinido Hidrolase In./Ex.
35.1.6 Metabolic pathways de
Dehydrogenase with

281 | LG e CcT QOK1U4 - 27 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase| Ex.
different specificities
Nehvdrasenace with Fatty acid biosynthes Metahnlismn
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different specificities Biotin metabolism_| 4 5 o5
282 . CcT QOKD44 1.1.1.100 27 |Metabolic pathways L, Indefinido |Oxidorredutase| Ex.
(Related to short-chain - graxos/Lipideo
Bios. second. metabag
alcohol dehydrogenases) Fatty acid metabolist s
Dehydrogenase, P Membrana
283 | O YOro8 Q@ fer | qokae 1191 | 73 Indefinido a3 1 oxidorredutase | In./Ex.
dependent plasmatica
Delta-aminolevulinic acid TR 2 f;fplyf;'j GNdhCh/OfO Sinalizacgo e Membrana
284 AB Q6FDND 42124 39 fetadolc PAtIWAYS | processo - Liase In./Ex.
dehydratase Bios. second. metabag plasmatica
- — Celular
Mic.metab. in diverse
Diaminobutyrate--2- Glycine, serine and th
oxoglutarate Metabolic pathways| —\\ .
285 |aminotransferase (L- AB Q6FCX2 2.6.1.76 49 | Mic.metab. in diverse L Citoplasma Transferase |In./Ex.
L . . - — Aminodcidos
diaminobutyric acid 2-Oxocarboxylic acid
transaminase) Biosynthesis of amin
Lysine biosynthesis
L . Metabolic pathways
Diaminopimelate Metab. de
286 . P AB Q6F950 51.1.7 31 |Bios.second. metabg . Citoplasma Isomerase |In./Ex.
epimerase Vic.metab. in diversd Aminoacidos
Biosynthesis of amin
Glycolysis /Gluconeq
Dihydrolipoamide Citrate cycle (TCA 'cyc o
acetyltransferase Pyruvate metabolism| Glicolise /
287 AB Q6F713 2.3.1.12 69 |Metabolic pathways | Gliconeogénes | Mitocondria| Transferase |In./Ex.
component of pyruvate -
Bios. second. metabg e
dehydrogenase complex Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
CcT P52992 50 |Glycolysis /Gluconed
CT QOKBVS8 62 |Citrate cycle (TCA cyc
BC | AOAOH3KJ85 51 |Glycine, serine and th
BC |AOAQOH3KG46 62 |Val, leuc. and isol. dd
AB Q6F8L3 51 |Lysine degradation
Glicolise
Dihydrolipoyl Tryptophan metal?oll . A/ . .
288 18.14 Pyruvate metabolism| Gliconeogénes | Citoplasma |Oxidorredutase|in./Ex.
dehydrogenase -
Glyoxylate metabolis e
Propanoate metabol
Metabolic pathways
Bios. second. metabog
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Glycolysis /Gluconeo
Dihydrolipoyllysine- Citrate cycle (TCA .cyc o
; Pyruvate metabolism| Glicolise /
residue acetyltransferase - . . . .
289 CcT Q59098 2.3.1.12 57 |Metabolic pathways | Gliconeogénes | Mitocondria| Transferase In.
component of pyruvate -
Bios. second. metabag e
dehydrogenase complex Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
290 Dihydrolipoyllysine- CcT P52993 43 Citr_ate cycle (TC%\ cyc
residue BC | AOAOH3KES4 45 |Lysine degradation
succinyltransferase AB Q6F8L2 43 Tryptoph.an metabol Ciclo do Acido | .
23161 Metabolic pathways | _ . o Citoplasma | Transferase |In./Ex.
component of 2- - Tricarboxilico
Bios. second. metabag
oxoglutarate Mic.metab. in diverse
dehydrogenase complex Carbon metabolism
291 | Dihydroorotase BC | AOAOH3KCA2 3.5.2.3 38 Pyr/m/dm'e metabolis} Metaholismo Indefinido Hidrolase In./Ex.
AB Q6FD29 39 |Metabolic pathways de
292 Dihydroorotate . BC A9AIX4 1352 37 Pyr/m/d/n.e metabolis| Metabolismo Citoplasma | Oxidorredutase | n./Ex.
dehydrogenase (quinone) | AB Q6FCL9 36 |Metabolic pathways de
CcT QO0K4J3 66 |Val,leuc.and isol. bi
AB Q6FCR9 65 |Pantothenate and Cd
Dihydroxy-acid j Metab. de
293 Y Y BC | AOAOH3KLO2 4219 67 MEtabOIIC pathways . Indefinido Liase In./Ex.
dehydratase Bios. second. metabg Aminoacidos
2-Oxocarboxylic acid
Biosynthesis of amin
CcT QOK7F8 59 [|Val, leuc. and isol. bi
BC JAOAQH3KQK2 59 |Pantothenate and Cd
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Dihyd -acid ] Metab. d
294 fydroxy-aci 4219 Metabohc pathways .e a, . € Indefinido Liase In./Ex.
dehydratase Bios. second. metabg Aminoacidos
2-Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
CT QOKDIS5 99 Replicagdo e
295 | DNA gyrase subunit A BC |AOAOH3KD24| 5.99.1.3 96 Reparo de Citoplasma Isomerase |In./Ex.
AB Q6F956 100 DNA
CT QOKFR6 93 Replicagdo e
296 | DNA gyrase subunit B BC | AOAOH3KAZ1 | 5.99.1.3 91 Reparo de Citoplasma Isomerase |In./Ex.
AB Q6FG18 92 DNA
76 gNA repl{c.at/on _| Replicaciio e
297 | DNA ligase AB Q6FDWO 6.5.1.2 ase excjls:on r.e;.Ja/r Reparo de Indefinido Ligase In./Ex.
Nucleotide excision r4 DNA
Mismatch repair
. . Replicagdo e N
DNA tch L
298 r.nlsma ch repair AB Q6FOWO0 - 74 |Mismatch repair Reparo de Indefinido 83540 a0 In./Ex.
protein MutL DNA/RNA
DNA
BC AOA%I—II: z §§24 101 gNA replication | peplicaggo e
299 | DNA polymerase | AB Q 2.7.7.7 103 ase exc‘/smn ’,e‘,"’” Reparo de Indefinido Transferase |In./Ex.
Nucleotide excision r4
DNA
Homologous recomb
DNA replication Replicagdo e L
DNA pol 1} DNA/C L
300 polymerase . BC | AOAOH3KF42 2.7.7.7 85 |Mismatch repair Reparo de /Cromo 83540 a0 In./Ex.
gamma and tau subunit ssomo DNA/RNA
Homologous recomb DNA
Recombinagao Ligag3o a0
302 |[DNA i tein RadA |AB 6F946 - 49 Indefinid In.
repair protein Ra Q e Refir:, de ndefinido DNA/RNA n
303 DNA segregation ATPase T QOKDLY 84 bl:allzagao € [ Membrana Ligagdo ao In.JEx
ftsk/spolllE proteins Lo?e?so plasmatica DNA/RNA o
304 | DNA topoisomerase 1 BC | AOAOH3KFQ6 56.2.1 97 Replicagéo e | DNA/Cromo Isomerase In./Ex.
AB Q6FET8 98 Reparo de ssomo
305 DNA t9p0|somerase 4 CcT QOK8C4 5622 85 Replicagdo e Membt”a.na lsomerase In./Ex.
subunit A BC |AOAOH3KQD1 84 Reparo de plasmatica
DNA topoisomerase 4 Replicagdo e DNA/Cromo
306 .p BC |AOAOH3KGMO| 5.6.2.2 73 Reparo de Isomerase In./Ex.
subunit B ssomo
DNA
Replicagdo e
307 | DNA topoisomerase Il CcT QOK5G1 56.2.1 98 Reparo de Indefinido Isomerase |In./Ex.
DNA
308 DNA-binding protein HU- | B¢ | AOAOH3KFG7 ) 10 Replicagdo e Indefinido Ligacdo ao In.JEx.
beta AB Q6FCD8 9 Reparo de DNA/RNA
DNA-binding Regulagdo/Pro Ligag&io ao
309 | transcriptional regulator |AB Q6FCH6 - 55 |Two-component syst{ cessamento | Citoplasma D?\lf\/RNA In./Ex.
NtrC da Transcrigao
Regulagdo/Pro
DNA-directed RNA Cr_| QOKe4> 36 gulagao/ ,
310 . BC A9ADL9 2.7.7.6 36 |RNApolymerase cessamento | Citoplasma | Transferase |in./Ex.
polymerase subunit alpha .
AB Q6F7T7 37 da Transcricdo
R lacdo/P
DNA-directed RNA CT | QOK6oe 153 egulagio/Pro |
311 . BC A9ADIS 2.7.7.6 153 |RNA polymerase cessamento | Citoplasma | Transferase |in./Ex.
polymerase subunit beta s
AB Q6FF90 151 da Transcricdo
Regulagao/P
DNA-directed RNA CT | QOK6O7 156 egulacdo/Pro |
312 . . 1BC A9ADI6 2.7.7.6 156 |RNA polymerase cessamento | Citoplasma | Transferase |in./Ex.
polymerase subunit beta .
AB Q6FF89 155 da Transcricdo
dTDP-glucose 4-6-
313 & CcT QOKOP7 4.2.1.46 39 Indefinido Indefinido Liase In./Ex.
dehydratase
DUF2059 domain-
314 . . BC | AOAOH3KHZ4 - 21 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
containing protein
DUF2760 domain-
315 . . BC | AOAOH3KNX1 - 20 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
containing protein
- 7 D dagdo d
Efflux pump membrane T QOK5D5 113 betq chtam retSIsta'n ,egra agao de Membrana
316 transporter BC | AOAOH3KHJ6 - 115 |Cationic antimicrobid Acidos graxos las mética Transporte |/n./Ex.
P AB | Q6F8F6 115 e P
Electron transfer cT QOKDF9 31 Sinalizagdo e
317 | flavoprotein alpha BC | AOAOH3KLUG - 32 Processo Citoplasma Indefinido | /n./Ex.
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subunit AB Q6F954 32 Celular
—Traca
Electron transfer BC_| AOAOH3KDI7 27 Sinalizaggo e . .
318 flavobrotein beta subunit CT QOKDGO - 27 Processo Citoplasma Indefinido  |In./Ex.
P AB | Q6F953 27 Celular
319 Electron trf'msfe.r ) A1 QOKCO7 1551 52 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
flavoprotein-ubiquinone |BC | AOAOH3KJ54 61
) Bios./Metab. | Membrana .
320 | Elongation factor 4 AB Q6F9B9 3.6.5.n1 67 ) L. Hidrolase In./Ex.
Proteinas plasmatica
CcT QO0K611 77
cT QoK474 77 Bios./Metab Fator de
321 | Elongation factor G BC | AOAOH3KI3S8 - 77 Prc;teinas " | Citoplasma |Traducdo/Elong|/n./Ex.
BC | AOAOH3KLL6 77 acao
AB Q6FDS6 79
. Fator de
. Bios./Metab. . N
322 | Elongation factor P AB Q6FAA9 - 21 ) Citoplasma |Tradugdo/Elong|in./Ex.
Proteinas N
acdo
Fator de
) Cr QOKAL7 31 Bios./Metab. ) -
323 | Elongation factor Ts BC A9AILS - 31 Proteinas Citoplasma |Tradugdo/Elong|in./Ex.
AB Q6FA54 31 acao
Fator de
) €T QOK5Z9 43 Bios./Metab. ) .
324 | Elongation factor Tu BC | AOAOH3KISO - 43 Proteinas Citoplasma |Traduc¢do/Elong|In./Ex.
AB Q6FF97 43 acdo
Peptidases e
325 |Endopeptidase La AB Q6FAAL 3.4.21.53 98 inpibidores Indefinido Hidrolase In./Ex.
CcT QOKCE2 46 | Glycolysis /Gluconeq
BC A9AGW2 46 |Methane metabolisn
AB Q6FAT9 46 |Metabolic pathways Glicolise /
326 |Enolase 42.1.11 BI?S' secono{. mfetabo Gliconeogénes | Citoplasma Liase In./Ex.
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism €
Biosynthesis of amin
RNA degradation
BC A9ALQ1 44 | Fatty acid biosynthes
AB Q6F807 31 |Butanoate metabolis Metabolismo
Enoyl-[acyl-carrier- Metabolic pathways -
] - de Acidos . . .
327 | protein] reductase 1319 Bios. second. metabg L Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
- — graxos/Lipideo
[NADH] Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism s
Fatty acid metabolisr
CT Q0K371 31 |Fatty acid degradatid
BC | AOAOH3KKCO 28 |Val, leuc. and isol. dd
BC |AOAOH3KWE1 28 |Geraniol degradatior]
BC | AOAOH3KMI5 30 |Lysinedegradation
BC | AOAOH3KPA1 28 |Phenylalanine metab
Benzoate degradatio|
Tryptophan metabol, Degradaco de
beta-Alanine metabo| : .
- Acidos graxos | . . .
328 | Enoyl-CoA hydratase 4.2.1.17 Aminobenzoate degr Mitocondria Liase In./Ex.
Propanoate metabol, Gj‘, )
Butanoate metabolis Xenobidticos
Limonene and pinene
Caprolactam degrad
Metabolic pathways
Bios. second. metabg
Mic.metab. in diverse]
Fatty acid metabolisr
Fatty acid degradatic
Val.,, leuc. and isol. dd
Geraniol degradatior]
Lysine degradation
Phenylalanine metab
Benzoate degradatio|
Tryptophan metabol, Degradaco de
Enoyl-CoA beta-Alanine metabo| : :
. - Acidos graxos . .
329 | hydratase/carnithine CcT QOKAI1 4.2.1.17 27 |Aminobenzoate degr Citoplasma Liase Ex.
racemase Propanoate metaboll = Jrej! L
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Butanoate metaboljs| 2EN0OPIOMCOS
Limonene and pinene
Caprolactam degrad
Metabolic pathways
Bios. second. metabg
Mic.metab. in diverse]
Fatty acid metabolis
Fatty acid degradatic
Enoyl-CoA Benzoate degradatig Degradagdo de
. Butanoate metabolis| ; .
hydratase/Delta(3)-cis- - Acidos graxos | . . .
330 CcT QOKBG3 1.1.1.35 75 |Metabolic pathways Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
delta(2)-trans-enoyl-CoA - — e
) Mic.metab. in diverse T
isomerase Carbon metabolism Xenobidticos
Fatty acid metabolis
Enoyl-CoA
331 | hydratase/isomerase CcT QO0K2J6 - 28 Indefinido Indefinido Isomerase |In./Ex.
family protein
33 [EXopolyphosphatase | 5 | qeregg | 36111 | s |PUurinemetabolism | Metabolismo | o oioca | Hidrolase | in./ex.
(ExopolyPase) Metabolic pathways de
FAD/FMN-containin
333 / g BC | AOAOH3KHI7 - 149 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase]|in./Ex.
dehydrogenase
Cat;ty/ac:d degr.ad/aZc Degradacio de
. al, leuc. and isol. dd : -
FadE2-like Acyl-CoA 2 Acidos graxos
334 ¥ CcT QOKCN9 1.3.8.7 47 |Metabolic pathways & Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
dehydrogenase (ACAD) - e
Bios. second. metabg T
Fatty acid metabolisr Xenobidticos
1.1.1.35 Fatty acid degradatic
421.17 Val., leuc. and isol. dd
5.1.2.3 Geraniol degradatior
5.3.3.8 Lysine degradation
Benzoate degradatio|
Tryptophan metabol,
N i Degradagdo de
Fatty acid oxidation l,;em Alanmemen?;bi; A'c?dos craxos Oxidorredutase
sas | oY _ AB | aeFFes 78 |Lropanoate metabo & Mitocondria|  s;Liases; |in./Ex.
complex subunit alpha Butanoate metabolis| e
" " . Isomerases
Limonene and pinend Xenobidticos
Caprolactam degrad
Metabolic pathways
Bios. second. metabg
Mic.metab. in diverse]
Carbon metabolism
Fatty acid metabolis
Fe/S biogenesis protein Bios./Metab.
336 / 8 P AB Q6FDBS - 23 / 3 Indefinido Indefinido In./Ex.
NfuA Proteinas
337 Ferredoxin-NADP+ BC | AOAOH3KBI9 | 1.18.1.2 29 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
reductase AB Q6FA76 1.19.1.1 29
Alanine, aspartate arj
Nitrogen metabolism
Ferredoxin-dependent 1 Metab. de
338 P BC |AOAOH3KMP3| 1.4.1.13 172 Metabo/lc pathways . Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
glutamate synthase Bios. second. metabo Aminodcidos
Mic.metab. in diverse
Biosynthesis of amin
339 Ferrlc.uptake regulation |BC A9AHB4 16 Regulagdo/Pro Citoplasma Ligagdo ao In./JEx.
protein AB Q6FDQ2 17 cessamento DNA/RNA
. Sinalizagdo e
Flp pilus assembly ATPase .
340 CoaF CcT QOK4T6 7428 48 Processo Indefinido Translocase |In./Ex.
P Celular
Formate-dependent gurme rr;etabolls/ng Metabolismo
341 | phosphoribosylglycinami | AB Q6FAM6 21.2.2 44 ne can .on pool by f de Indefinido Transferase |In./Ex.
Metabolic pathways ,
de formyltransferase - Nucleotideos
Bios. second. metabg
342 Formyltetrahydrofolate AB Q6FESE 35110 34 Glyoxylate metabolis| Metab. de Citoplasma Hidrolase In.JEx.
deformylase One carbon pool by f Carbo.
BC A9AENS 37 |Glycolysis /Gluconed
CT QOKCYO 38 |Pentose phosphatep
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343

Fructose-1,6-
bisphosphatase class 1

3.13.11

Fructose and manno

Methane metabolismi

Carbon fixation in ph

Metabolic pathways

Bios. second. metabog

Mic.metab. in diverse

Carbon metabolism

Glicolise /
Gliconeogénes
e

Citoplasma

Hidrolase

173

In./Ex.

344

Fructose-1,6-
bisphosphate aldolase

cT

QOKES54

BC

AOAQOH3KHA3

AB

Q6FB10

4.1.2.13

38

Glycolysis /Gluconeo

39

Pentose phosphate p

37

Fructose and manno

Methane metabolism

Carbon fixation in ph

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse|

Carbon metabolism

Biosynthesis of amin

Glicolise /
Gliconeogénes
e

Citoplasma

Liase

In./Ex.

345

Fucose operon FucU
protein

BC

AOAOH3KNT5

16

Metab. de
Carbo.

Indefinido

Isomerase

In./Ex.

346

Fumarate hydratase class
|

cT

QOK8Q6

BC

AOAQH3KKU5

AB

Q6FEP4

4212

55

Citrate cycle (TCA cyc

55

Pyruvate metabolism|

55

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse

Carbon metabolism

Ciclo do Acido
Tricarboxilico

Citoplasma

Liase

In./Ex.

347

Fumarate hydratase class
Il

BC

AOAOQH3KI30

AB

Q6FB44

4212

50

Citrate cycle (TCA cyc

50

Pyruvate metabolism)

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse

Carbon metabolism

Ciclo do Acido
Tricarboxilico

Citoplasma

Liase

In./Ex.

348

GacS-like sensor kinase
protein

AB

Q6F844

2.7.133

107

Two-component syst

Proc. de Info.
Ambiental

Membrana
plasmatica

Transferase

In./Ex.

349

Gamma-glutamyl
phosphate reductase

AB

Q6FENS

1.2.1.41

46

Arginine and proline

Carbapenem biosynt

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Biosynthesis of amin

Metab. de
Aminodcidos

Citoplasma

Oxidorredutase

In./Ex.

350

Gamma-
glutamyltranspeptidase

BC

AOAOH3KL34

23.2.2

62

Taurine and hypotau

3.4.19.13

Cyanoamino acid me

Glutathione metabol

Metabolic pathways

Metab. de
Aminoacidos

Citoplasma

Transferase;
Hidrolase

In./Ex.

351

Glucokinase

BC

AOAOH3KLDS8

2712

69

Glycolysis / Gluconed

Galactose metabolis

Starch and sucrose nj

Amino sugar and nug

Streptomycin biosynt

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse

Carbon metabolism

Glicolise /
Gliconeogénes
e

Citoplasma

Transferase

In./Ex.

352

Glucosamine-6-
phosphate isomerase

BC

AOAOH3KMBS8

2.6.1.16

35

Alanine, aspartate ar

Amino sugar and nu(

Metabolic pathways

Metab. de
Carbo.

Citoplasma

Transferase

In./Ex.

353

Glucose-6-phosphate 1-
dehydrogenase

CcT

Q0JY26

1.1.1.49

54

Pentose phosphate p

BC

AOAOH3KNY2

1.1.1.363

55

Glutathione metabol

BC

AOAQH3KCQ6

55

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Mic.metab. in diverse

Carbon metabolism

Metab. de
Carbo.

Citoplasma

Oxidorredutase

In./Ex.

354

Glucose-6-phosphate
isomerase

BC

A9AJR8

53.19

59

Glycolysis / Gluconed

Pentose phosphate p

Starch and sucrose nj

Amino sugar and nug

Metabolic pathways

Bios. second. metabag

Glicolise /
Gliconeogénes
e

Citoplasma

Isomerase

In./Ex.
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Mic.metab. in diverse]
Carbon metabolism
Arginine and proline
Carbapenem biosynt
. - Metab. de .
355 | Glutamate 5-kinase AB Q6FID9 2.7.2.11 41 |Metabolic pathways . Citoplasma | Transferase |In./Ex.
- Aminoacidos
Bios. second. metabg
Biosynthesis of amin
CcT QO0JzU7 48 |Arginine biosynthesis
Glutamate AB Q6FD67 49 Algn/ne, aspartat? 9N Metab. de . .
356 1414 Nitrogen metabolism . Citoplasma |Oxidorredutase|In./Ex.
dehydrogenase - Aminoacidos
Metabolic pathways
Mic.metab. in diverse]
Glutamate Metab. de . .
357 BC |AOAOH3KM91] 1.4.14 179 . Citoplasma |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase Aminoacidos
Alanine, aspartate ar
Nitrogen metabolism
Glutamate synthase j Metab. de
358 ynthase cr | Qoke73 14113 | s3 [Metabolic pathways| Metab. Citoplasma |Oxidorredutase| Ex.
[NADPH] small chain Bios. second. metabo Aminoacidos
Mic.metab. in diverse]
Biosynthesis of amin
Alanine, aspartate ar
Glutamate synthase Nitrogen metabolism|
NADPH], Glutamate i Metab. de
359 | ] cr | Qoke72 14113 | 175 |Metabolic pathways | Metab. Citoplasma |Oxidorredutase| Ex.
synthase Bios. second. metabd Aminoacidos
amidotransferase domain Mic.metab. in diverse]
Biosynthesis of amin
Alanine, aspartate ar
Nitrogen metabolism
Glutamate synthase large j Metab. de
360 | W y 8 las | asF7e7 14113 | 163 |Metabolic pathways | Metab. Citoplasma |Oxidorredutase | in./Ex.
chain Bios. second. metabg Aminoacidos
Mic.metab. in diverse]
Biosynthesis of amin
Alanine, aspartate ar
Nitrogen metabolism
Glutamate synthase small j Metab. de
361 [~ ¥ a8 | QeF7es 14113 | 52 |Metabolic pathways| Metab. Citoplasma |Oxidorredutase | in./Ex.
chain Bios. second. metabg Aminoacidos
Mic.metab. in diverse]
Biosynthesis of amin
CcT Q0K926 52 |Porphyrin and chlorg
BC A9AHQ3 52 | Aminoacyl-tRNA bios| Biossintese de
362 | Glutamate--tRNA ligase | AB Q6F7C8 6.1.1.17 58 |Metabolic pathways| Aminoacil- Citoplasma Ligase In./Ex.
Bios. second. metabg tRNA
Mic.metab. in diverse]
Glutamate-1- BC A9AEUO 45 Porp/;yr;‘rj andhch/oro ios. Metab
ios. Metab.
363 | semialdehyde 2,1- AB Q6FCY] 5438 46 Meta olic pathways L. Citoplasma Transferase |In./Ex.
. Bios. second. metabg secundarios
aminomutase - —
Mic.metab. in diverse
364 Glutamate/aspa.rtate AB Q6FAP2 7421 )8 ABC transporters Proc. c#e Info. Membfa.na Translocase | In./Ex.
transport protein (ABC Two-component syst| Ambiental plasmatica
365 Glutamate/aspa.rtate AB Q6FAN9 ) 32 ABC transporters Proc. clle Info. Membt”a.na Transporte | in./Ex.
transport protein (ABC Two-component syst| Ambiental plasmatica
CcT Q0K990 52 |Aminobenzoate degr{ Degradagdo de
366 | Glutamine synthetase BC | AOAOH3KKRS 54.4.3 52 | Mic.metab. in diverse| Acidos graxos | Citoplasma Isomerase |In./Ex.
AB Q6FINS 52 e
Glutamine--fructose-6- |cT QOKFO06 66 |Alanine, aspartate ar] Metab. de
367 | phosphate BC |AOAOH3KBQ2 | 2.6.1.16 65 |Amino sugarand nu( L Citoplasma | Transferase |In./Ex.
. - Aminoacidos
aminotransferase AB Q6F6U8 68 | Metabolic pathways
368 Glutamine-dependent AB Q6F8K4 6351 61 NICOtln(JFe and nicoti| Metab. Cofat. Citoplasma Ligase In.JEx.
NAD(+) synthetase Metabolic pathways | e Vitaminas
369 GIu_tamyI-tRNA(GIn) s AIAC51 6.3.5.7 53 Am/noac'yl-tRNA bios Bloss.lntes?de Citoplasma Ligase In.JEx.
amidotransferase subunit 6.3.5.6 Metabolic pathway | Aminoacil-
. Bios./Metab. .
370 | Glutaredoxin AB Q6FCV2 - 13 , Citoplasma Chaperona |In./Ex.
Proteinas
CcT QOK7X5 44 | Fatty acid degradatid
BC | AOAQOH3KH47 43 |Lysine degradat/on' Degradacio de
Glutarul.CAA Benzoate deQradatlo Aridnac aravac
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371 1.3.86 Tryptophan metabol Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
dehydrogenase - e
Metabolic pathways T
Bios. second. metabg Xenobidticos
Mic.metab. in diversé]
Glutathione metabol
372 | Glutathione peroxidase |AB Q6FAL9 1.11.19 18 |Arachidonic acid met| Resp. Estresse | Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
Metabolic pathways
BC | AOAOH3KRK7 35 |Cysteine and methior]
' . Metab. de ) .
373 | Glutathione synthetase | AB Q6F702 6.3.2.3 35 |Glutathione metabol . Citoplasma ligase In./Ex.
- Aminoacidos
Metabolic pathways
CcT QOK700 36 |Glycolysis /Gluconeg
BC | AOAOH3KBVS 36 |Carbon fixation in ph
Glyceraldehyde-3- AB Q6F9D5 53 |Metabolic pathways| Glicolise/
374 | phosphate 1.2.1.12 Bios. second. metabg Gliconeogénes | Indefinido Ligase In./Ex.
dehydrogenase Mic.metab. in diverse] e
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
Glycolysis /Gluconeg
Carbon fixation in ph
Glyceraldehyde-3- Metabolic pathways | Glicolise /
375 | phosphate CcT P50322 1.2.1.12 36 |Bios.second. metabd| Gliconeogénes | Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase, plasmid Mic.metab. in diversé] e
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
Glycerolipid metaboli| Metabolismo
Glycerol-3-phosphate ipi Aci Membrana
376 | phosp a8 | asrrao | 23115 | o7 |Glxcerophospholipid)  de Acidos N3 ) ransferase | in./Ex.
acyltransferase Metabolic pathways | graxos/Lipideo| plasmatica
Bios. second. metabo S
377 |Glycerol-3-phosphate |5 | 374 11194 | 39 [Glcerophospholipid| Metabolismo | ¢y oo | oxidorredutase | in./ex.
dehydrogenase Bios. second. metabg de Acidos
Regulagdo/Pro
Glycerol-3-phosphate gulacdol/ . Ligagdo ao
378 BC | AOAOH3KHEO - 29 cessamento Indefinido In./Ex.
regulon repressor . DNA/RNA
da Transcrigdo
Glycine, serine and th
- Glyoxylate metabolis
Glycine dehydrogenase Metab. de
379 [V v . 8 CcT QOK5P3 1442 105 |[Metabolic pathways . Citoplasma |Oxidorredutase| Ex.
(decarboxylating) - Aminoacidos
Bios. second. metabg
Carbon metabolism
380 Gchme--tRNA ligase BC | AOAOH3KR80 6.1.1.14 38 |Aminoacyl-tRNA bios B|oss.|ntes§ de Citoplasma ligase In.JEx.
alpha subunit AB Q6F7L9 37 Aminoacil-
. . Biossintese de
Glycine--tRNA ligase beta . . . . . .
381 subunit AB Q6F7L8 6.1.1.14 75 |Aminoacyl-tRNA bios| Aminoacil- Citoplasma ligase In./Ex.
tRNA
. |CT QOKA43 60 |Purine metabolism | Metabolismo
GMP synthase [glutamine
382 h drolyzin ! (e BC A9AIP4 6.3.5.2 59 |Metabolic pathways de Indefinido ligase In./Ex.
ydrolyzing AB Q6FFN2 61 Nucleotideos
GntR family N
. Regulagdo/Pro L
transcriptional repressor o Ligacdo ao
383 BC | AOAOH3KI81 - 28 cessamento Indefinido In./Ex.
for pyruvate . DNA/RNA
da Transcrigao
dehydrogenase complex
. .| Metab. Cofat. . .
384 | GTP cycloHidrolase 1 BC | AOAOH3KJ71 | 3.5.4.16 23 |Tetrahydrofolate bio e Vitaminas Indefinido Hidrolase In./Ex.
GTP pyrophosphokinase
(ATP:GTP 3'- Purine metabolism | \etabolismo
385 | pyrophosphotransferase) | AB Q6F848 2.7.6.5 88 de Citoplasma | Transferase |In./Ex.
(PpGpp synthetase ) Metabolic pathways Nucleotideos
((P)ppGpp synthetase)
- . - Fator de
GTP-binding elongation |CT QOK9D1 67 Bios./Metab. . N
386 factor famil tei - Protei Indefinido |Tradugdo/Elong|In./Ex.
actor family protein AB Q6FE94 68 roteinas Ac3n
387 | GTP-binding protein BC | AOAOH3KN51 - 68 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
Metabolismo
388 |GTPase Der AB Q6FEL9 - 54 de RNIA Indefinido GTPase In./Ex.
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389 | GTPase Era BC | AOAOH3KI63 - 33 Metabolismo Citoplasma GTPase In./Ex.
AB Q6F9C3 39 de RNA
T QOK6P6 40 Metabolismo .
390 | GTPase Obg BC A9AI60 - 40 de RNA Citoplasma GTPase In./Ex.
AB Q6F9D8 44
391 | Guanylate kinase BC | AOAOH3KD17| 2.7.4.8 25 Purmem.etabollsm Metabolismo Citoplasma | Transferase |In./Ex.
Metabolic pathways de
Chlorocyclohexane a] Degradagdo de
392 | Haloacetate dehalogenase|BC | AOAOH3KBFO 3.8.1.3 33 Chloroallfaneand ch{ Acidos graxos Indefinido Hidrolase In./Ex.
Metabolic pathways e
Mic.metab. in diversel xenobidticos
Heat-inducible Regulagdo/Pro L
A - Ligag¢do ao
393 |transcription repressor |BC A9AGC4 - 37 cessamento | Indefinido In./Ex.
. DNA/RNA
HrcA da Transcrigdo
Hemolysin
394 | activation/secretion BC | AOAOH3KEV3 - 60 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
protein
Hemolysin
. V _ Bios./Metab. . -
395 | activation/secretion BC |AOAOH3KMAO - 64 , Indefinido Indefinido In./Ex.
. Proteinas
protein
Histidine metabolism|
Histidine bi thesi j Metab. d
396 |1 oHAINEDIOSYNINESIS = )5 q6FF30 35419 | 29 [Metabolicpathways| Metab.de 1 . cna | Hidrolase  [in./ex.
bifunctional protein HisIE Bios. second. metabg Aminoacidos
Biosynthesis of amin
Biossintese de
397 | Histidine--tRNA ligase BC ASAGZ7 6.1.1.21 50 |Aminoacyl-tRNA bios| Aminoacil- Citoplasma ligase In./Ex.
tRNA
CT QOK687 A8 |Histidine metabolism|
1 Metab. de
398 | Histidinol dehydrogenase BC Q845V3 1.1.1.23 a7 Metabo//cpathways . Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
AB QG6FEC8 47 |Bios.second. metabd Aminoacidos
Biosynthesis of amin
DNA/Cromo Ligacdo ao
399 | Histone H1-like protein BC | AOAOH3KKGO - 20 Indefinido / Bac In./Ex.
ssomo DNA/RNA
Histone-like DNA-bindin Ligagdo ao
400 ! &18c | A0roH3KU30 - 15 Indefinido | Indefinido gac In./Ex.
protein DNA/RNA
HIT domain-containin
401 . g AB Q6FCE9 - 16 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
protein
Holliday junction ATP- Recombinagdo
402 | dependent DNA helicase |AB Q6F991 3.6.4.12 37 |Homologous recomb| eReparode | Indefinido Hidrolase In./Ex.
RuvB DNA
403 [ Homocysteine synthase |AB Q6F7B9 2.5.1.49 46 Cystemegnd methior|  Metab. de Citoplasma Transferase |In./Ex.
Metabolic pathways| Aminodcidos
BC | AOAOH3KKO04 47 |Glycine, serine and th
AB Q6FFC8 47 |Cysteine and methior
. Lysine biosynthesis
Homoserine Metab. de
404 1113 Metabolic pathways . Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase - Aminoacidos
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
Biosynthesis of amin
2.3.1.46 Cysteine and methior]
Homoserine O- 2.3.131 Sulfur me.tabollsm Metab. de .
405 . BC A9ACA2 42 |Metabolic pathways L Citoplasma | Transferase |In./Ex.
succinyltransferase - Aminoacidos
Bios. second. metabag
Biosynthesis of amin
HPr Metab. de
406 | BC A9AEZ6 - 35 Indefinido Transferase |In./Ex.
kinase/phosphorylase Carbo.
Regulagdo/Pro
HTH-type transcriptional Ligagcdo ao
407 P Pt AB P52667 - 34 cessamento Indefinido '8ac In./Ex.
regulator EstR . DNA/RNA
da Transcrigao
Peptidases e | Membrana
408 | HtrA-like serine protease |AB Q6FCJ4 - 42 p I_ L. Hidrolase In./Ex.
inibidores plasmatica
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Hidrolase_4 domain-
409 L . AB Q6FAZ3 - 40 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
containing protein
Synthesis/deg. ketoné
Val.,, leuc. and isol. dd
Hydroxymethylglutaryl- i i Metab. de
azo [ YCTOXYMENYIBIUTAYE 1 | qokrs3 4134 | 33 |Geranioldegradation Metab. Indefinido Liase In.JEx.
CoA Liase Butanoate metabolis| Aminoacidos
Metabolic pathways
Bios. second. metabag
. L Regulagdo/Pro L
IcIR family transcriptional . Ligagdo ao
411 BC | AOAOH3KKP8 - 30 cessamento Indefinido In./Ex.
regulator . DNA/RNA
da Transcrigdo
Imidazole glycerol CT QOK693 27 AH/Iistidtl;n?:.meta:olism Vetab. de
412 [ phosphate synthase BC Q845U7 43.2.10 27 -eta olic pathways o Citoplasma Liase In./Ex.
L AB Q6F799 27 |Bios.second. metabg Aminoacidos
subunit HisF - - -
Biosynthesis of amin
CcT QOK689 22 |Histidine metabolism
Imidazoleglycerol- 1 Metab. de
413 BlY BC Q845V1 4.2.1.19 21 Metabo/lcpathways L Citoplasma Liase In./Ex.
phosphate dehydratase |AB Q6F7A8 23 |Bios. second. metabg Aminoacidos
Biosynthesis of amin
Phenylalanine, tyrosi
Indole-3-glycerol j Metab. de
a14 g a8 | Poos11 | 41148 | 30 |Metabolicpathways] Metab. Indefinido Liase In.JEx.
phosphate synthase Bios. second. metabg Aminoacidos
Biosynthesis of amin
415 Ind.olepyruvateferredoxm a Q0JZR2 1278 129 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
Oxidorredutase BC | AOAOH3KIM4 130
| i Metaboli
aze [ 1OrEANC AB Q6FFF2 36.1.1 19 |Oxidative phosphory et o’|.smo Citoplasma Hidrolase In./Ex.
pyrophosphatase Energético
Inosine-5'- cT QOKA41 52 |Purine metabolism | Metabolismo
417 |monophosphate BC | AOAOH3KFS6 | 1.1.1.205 52 |Metabolic pathways de Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase AB Q6F716 52 |Bios.second. metabd Nucleotideos
Streptomycin biosynt
| itol-1- i Bios. Metab.
a1g [ 1O°"O BC | nomoH3KPP2 | 31325 | 30 [nositolphosphatem Bios.Metab. 1. oo | Hidrolase  [im./ex.
monophosphatase Metabolic pathways| secunddrios
Bios. second. metabag
419 | INtegration host factor BC | AOAOH3KN33 ) 14 Recombinagdo | DNA/Cromo Ligagdo ao In./Ex
subunit alpha AB Q6F874 11 e Reparo de ssomo DNA/RNA T
420 | |ntegration host factor AB Q6F9Y8 - 11 Recombinacdo | DNA/Cromo Ligacdo ao | /n./Ex.
421 | Iron complex outer BC | AOAOH3KLP5 - 75 Proc.delInfo. | Membrana Receptor In./Ex.
222 Iron-sulfur cluster . BC | AOAOH3KG35 ) 14 Metabo’lljsmo Indefinido Indefinido In.JEx.
assembly scaffold protein | AB Q6FCE3 14 Energético
Iron-sulfur cluster carrier
a23 prote,: ure " 18c |A0AOH3KGM1 38 Indefinido | Indefinido | Hidrolase |in./Ex.
i
CT Q0JZW1 82 |Citrate cycle (TCA cyc
BC | AOAOH3KLL1 80 |Glutathione metabol
AB Q6FCZ5 82 |Metabolic pathways
Isocitrate dehyd i Ciclo do Acid
azq | SOCITAIE dEnyATOgENASE 1.1.1.42 BIC'JS,SECOI’Iq. mf_’taba |c.o © ,C,I © Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
[NADP] Mic.metab. in diverse| Tricarboxilico
Carbon metabolism
2-Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
CT Q0K790 46 | Citrate cycle (TCA cyc
BC |AOAOH3KHD1 46 |Glutathione metabol
AB Q6FCZ2 48 |Metabolic pathways
Isocitrate dehydrogenase i Ciclo do Acido
425 ydree 1.1.1.42 B/(?s.seconq. mfetabo ] o Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
[NADP] Mic.metab. in diverse| Tricarboxilico
Carbon metabolism
2-Oxocarboxylic acid
Biosynthesis of amin
CT QOK9L3 58 |Glyoxylate metabolis
BC | AOAOH3KFX3 48 |Metabolic pathways Metab. de
426 | Isocitrate Liase AB Q6FD89 4131 59 |Bios. second. metabag ) Indefinido Liase In./Ex.
- — Carbo.
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
27 | IsOValeryl-CoA CcT QOKA98 1292 43 |Val, leuc. andisol. dd Metab.de [\, | Avidaradiiacal in /ey
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dehydrogenase BC | AOAOH3KNT9 43 |Metabolic pathways | Aminoacidos
CT QOKCU2 36 |Val,leuc. and isol. bil Metab. de
Ketol-acid BC A9AIN1 36 |Pantothenate and CoA biosynthesis
428 |reductoisomerase AB Q6F821 1.1.1.86 37 I\/{etabollcpathwaysl‘ Indefinido |Oxidorredutase]|in./Ex.
(NADP(+)) Bios. second. metabolites
2-Oxocarboxylic acid metab.
Biosynthesis of amino acids
. Glycine, serine and th
L-2,4-diaminobutyrate < Metab. de
429 faminobuty A8 | aeFcxi | 41186 | s6 [Metabolic pathways| o Indefinido Liase In./Ex.
decarboxylase - — Aminoacidos
Mic.metab. in diversé]
L-arabinose-binding Proc. deInfo. | Membrana
430 K i K BC | AOAOH3KKIO - 35 |ABCtransporters . L. Transporte In./Ex.
periplasmic protein Ambiental plasmatica
BC | AOAOH3KGT3 | 1.4.3.16 58 |Alanine, aspartate arj
; — - Metab. de . .
431 | L-aspartate oxidase AB Q6F9B6 61 |Nicotinate and nicot . Citoplasma |Oxidorredutase|/n./Ex.
- Aminoacidos
Metabolic pathways
432 | |-iditol 2-dehydrogenase |BC | AOAOH3KV46 | 1.1.1.14 37 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
Glycine, serine and th
Val.,, leuc. and isol. bi
1 Metab. de
433 | L-threonine dehydratase |AB Q3V7HO 43.1.19 57 MEtabOIIC pathways . Indefinido Liase In./Ex.
Bios. second. metabg Aminoacidos
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
Biossintese de
434 | Leucine--tRNA ligase AB Q6F817 6.1.1.14 98 |Aminoacyl-tRNA bios| Aminoacil- Citoplasma ligase In./Ex.
tRNA
Proc.deInfo. | Membrana
435 | Lipoprotein BC |AOAOH3KMC5 - 29 |ABC transporters ] L. Transporte |In./Ex.
Ambiental plasmatica
Proc.deInfo. | Membrana
436 | Lipoprotein BC | AOAOH3KJX1 - 30 ] L. Transporte |In./Ex.
Ambiental plasmatica
Proc.deInfo. | Membrana
437 | Lipoprotein BC |AOAOH3KMM9 - 33 ] L. Transporte |In./Ex.
Ambiental plasmatica
Sinalizagdo e Membrana
438 | Lipoprotein-34 BC | AOAOH3KJ68 - 44 Processo L. Transporte |In./Ex.
plasmatica
Celular
CT QOKBK2 89 .
Peptidases e
439 | Lon protease BC |AOAOH3KPDO | 3.4.21.53 89 inpibidores Citoplasma Hidrolase In./Ex.
AB Q6FD62 90
Fatty GC{d b/osynthe.s Degradacio de
Long-chain fatty-acid- Fatty acid degradatia Acidos graxos
440 . BC | AOAOH3KBP1 6.2.1.3 61 |Metabolic pathways Mitocondria ligase In./Ex.
CoA ligase - - e
Fatty acid metabolisn S
Quorum sensing Xenobidticos
Metabolismo
Long-chain-fatty-acid- de Acidos
441 g. y CcT QOK5z8 6.2.1.3 61 |Fatty acid degradatid L, Mitocondria ligase In./Ex.
CoA ligase graxos/Lipideo
S
Sinalizagdo e | Membrana
LPS-assembly protein
442 LotD yp AB Q6F9W4 - 93 Processo externa da Transporte |In./Ex.
P Celular célula
443 | Lysine decarboxylase BC | AOAOH3KQI1 | 4.1.1.18 86 Arg/n/negnd proline}  Metab. de Citoplasma Liase In./Ex.
Metabolic pathways | Aminoacidos
CT QOKCG3 58 Biossintese de
444 | Lysine--tRNA ligase BC A9AGV1 6.1.1.16 58 poacyl-tRNA biosynth| Aminoacil- Citoplasma ligase In./Ex.
AB Q43990 58 tRNA
Lysophospholipase,
contains weak SAM-
445 | dependent CcT QOK9YO0 - 65 Indefinido Indefinido Transferase |In./Ex.
methyltransferase
domain
Sinalizagdo e
Magnesium and cobalt ¢ Membrana
446 . AB Q6FEZ9 - 31 Processo L. Transporte |In./Ex.
efflux protein Celular plasmatica
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. Sinalizagdo e
Magnesium and cobalt Membrana
447 . AB Q6F7P3 42 Processo L. Transporte In.
transport protein plasmatica
Celular
CcT QOK8F5 35 |Citrate cycle (TCA cyc
BC A9AMDS5 35 |Cysteine and methior]
AB Q6F7X1 35 |Pyruvate metabolism|
Glyoxylate metabolis
ism Ciclo do Acido
448 | Malate dehydrogenase 1.1.1.37 Methane.mefabt?/lsrr ] o Citoplasma |Oxidorredutase|/n./Ex.
Carbon fixation in ph|l Tricarboxilico
Metabolic pathways
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
CT QOK9K7 59 | Pyruvate metabolism|
BC | AOAOH3KPM 59 | Glyoxylate metabolis
i Ciclo do Acido
449 | Malate synthase 2339 Metabolic pathways ] . Citoplasma | Transferase |in./Ex.
Bios. second. metabd Tricarboxilico
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
450 [ Malate synthase G BC_| AOADH3KP8/ 2339 L CIC.IO do A,C-IdO Citoplasma | Transferase |In./Ex.
AB Q6F978 80 Tricarboxilico
Pyruvate metabolism|
Carbon fixation in ph Metab. de
451 | Malic enzyme (NADP) CcT QOKCX7 1.1.1.40 83 |Metabolic pathways c b. Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
Mic.metab. in diverse aroo.
Carbon metabolism
Fatty acid biosynthes Metabolismo
Malonyl CoA-acyl i j Aci
452 @ or\y oA-acyl carrier AB Q6FDT9 2.3.1.39 34 Metabol!c pathways de Acidos Indefinido Transferase |In./Ex.
protein transacylase Bios. second. metabq graxos/Lipideo
Fatty acid metabolisr S
453 Me-mbrane.alanyl 8c |AonoH3KHQL| 3.4.112 100 Glutath/?ne metabol P-ep-tl-dases e Membfa.na Hidrolase In./JEx.
aminopeptidase Metabolic pathways | inibidores plasmatica
454 | Membrane fusion protein | BC | AOAOH3KQZ4 - 44 bth_chmnﬂ’,re,SISta,n Sinalizagdo e | Membrana Transporte |In./Ex.
Cationic antimicrobid Processo plasmatica
] Quorum sensing
Membrane protein Proc. deInfo. | Membrana
455 | 'p I AB Q6F6L0 - 66 |Protein export ] L. Transporte |In./Ex.
insertase YidC - - Ambiental plasmatica
Bacterial secretion sy
456 | MerR family BC [AOAOH3KMN3 - 30 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | /n./Ex.
Cysteine and methior
Selenocompound me
Metab. de
457 [Methioninesynthase  |AB Q6FDC4 21113 | 136 [9necarbonpoolbyfj Metab. Indefinido | Transferase |in./Ex.
Metabolic pathways | Aminoacidos
Bios. second. metabog
Biosynthesis of amin
CcT QOK7KO 76 |Selenocompound me]Biossintese de
458 | Methionine--tRNA ligase |BC A9AHJS 6.1.1.10 80 |Aminoacyl-tRNA bios| Aminoacil- Citoplasma ligase In./Ex.
AB Q6FE36 77 |Metabolic pathways tRNA
Methyl-acceptin Proc. deInfo. | Membrana
a59 ylraccepting BC | AOAOH3KIQS ; 60 : a Transporte | In./Ex.
chemotaxis protein Ambiental plasmatica
BC | AOAOH3KIB2 30 |Onecarbon pool by f]
Methylenetetrahydrofolat j Metab. Cofat.
460 Y ¥ AB Q6FA42 1.5.1.20 31 M?tabOIIC pgthways . ] Citoplasma |Oxidorredutase|n./Ex.
ereductase Mic.metab. in diverse| e Vitaminas
Carbon metabolism
CcT QOK172 1.2.1.27 53 [|Val, leuc. and isol. de
Methylmalonate- BC |AOAOH3KN76| 1.2.1.18 54 j:zeta-—Allan,;ne rr’:etabo Metab. de
461 | semialdehyde BC | AOAOH3KLI2 54 nositol phosphate m ) Indefinido |Oxidorredutasel|in./Ex.
dehvd Propanoate metabol Carbo.
enydrogenase Metabolic pathways
Carbon metabolism
1.2.1.18 Val., leuc. and isol. dd
Methylmalonate- 1.2.1.27 beta-Alanine metabo
semialdehyde i Metab. de
a62 y 48 | QsFBVS 54 |Mnositol phosphate m Indefinido | Oxidorredutase | in./Ex.
dehydrogenase, Propanoate metabol Carbo.
Oxidorredutase protein Metabolic pathways
Carbon metabolism
463 | Molybdate transport BC | AOAOH3KPK9 - 28 Indefinido Indefinido Transporte | In./EX.
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464 | MoxR-like ATPase CT QOKCL2 - 34 Indefinido Indefinido Hidrolase In./Ex.
BC _[AOAOH3KGH9 32
Multiple sugar transport
. Proc. de Info. .
465 | system substrate-binding | BC | AOAOH3KHL5 - 44 | ABC transporters Ambiental Indefinido Transporte |In.
protein
BC |AOAOH3KMX3 34 |Arginine biosynthesis
N-acetyl-gamma-glutamyl- AB Q6FClA 38 MEtabOIIC pathways Metab. de . .
466 1.2.1.38 Bios. second. metabg . Citoplasma |Oxidorredutase|n./Ex.
phosphate reductase - — Aminoacidos
2-Oxocarboxylic acid
Biosynthesis of amin
N5- Purine metabolism | Metabolismo
467 | carboxyaminoimidazole |AB Q6F6M9 5.4.99.18 18 |Metabolic pathways de Indefinido Isomerase |In./Ex.
ribonucleotide mutase Bios. second. metabd Nucleotideos
Xylene degradation
Toluene degradation| Degradacdo de
NAD-d dent aldehyd i Acid
a68 ependentaldenyéel .r | qokcle | 1.2.128 | a9 |Aminobenzoatedegri ACiCos 8raxos |\ tinido | Oxidorredutase in./Ex.
dehydrogenase Metabolic pathways e
Mic.metab. in diversel Xenobidticos
Deg. aromatic compd
NAD-dependent aldehyde
469 P ¥ BC | AOAOH3KBY8 1213 60 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase]|in./Ex.
dehydrogenase
Glycolysis /Gluconeo
Ascorbate and aldar
Fatty acid degradatig
Val.,, leuc. and isol. dd
Lysine degradation
Arginine and proline
I;_Ilstl;jm: metabtolésr;) Degradacio de
ryptophan metaboli| : .
NAD-dependent aldehyde Acidos graxos
470 P 4 BC |AOAOH3KNUG6 1.2.13 51 |beta-Alanine metabo| & Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
dehydrogenase — e
Glycerolipid metabol T
Pyruvate metabolism| Xenobidticos
Chloroalkane and ch
Pantothenate and Cd
Limonene and pinene
Metabolic pathways
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
Glycolysis /Gluconeo
j Glicolise
NAD-dependent aldehyde Pyruvate.metabo//sm ‘ A/ . .
471 BC | AOAOH3KN41 1.2.1.- 56 |Metabolic pathways | Gliconeogénes | Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
dehydrogenase -
Bios. second. metabg e
Mic.metab. in diverse
Glycolysis / Gluconed
Glicolise
NAD-dependent aldehyde Pentosephosphatep . A/ - .
472 BC | AOAOH3KNSO 1.2.19 59 |Metabolic pathways | Gliconeogénes | Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase - —
Mic.metab. in diverse] e
Carbon metabolism
NAD-dependent aldehyde
473 P 4 BC | AOAOH3KPCS8 - 52 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase
NAD-dependent malic Pyruvate metabolism Metab. de
474 AB Q6FFL8 1.1.1.38 63 |Carbon metabolism ) Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
enzyme Carbo.
Two-component syst
Arginine biosynthesis
Alanine, aspartate ar
NAD- ific glut t 1 Metab. d
475 specttic glutamate CcT QOKBX7 1.4.1.2 179 Ta.ur/neandhypo?au .e a, . N Indefinido |Oxidorredutase| Ex.
dehydrogenase Nitrogen metabolism| Aminoacidos
Metabolic pathways
Mic.metab. in diversé]
476 | NADH dehydrogenase BC | AOAQH3KKO3 [ 7.1.1.2 48 | Oxidative phosphory] Metabolismo | Indefinido Translocase | In./EX.
477 NAPH-qunnone BC | AOAOH3KG58 7112 83 Oxtdat/ve.phosphory Metabo{ll.smo Indefinido Translocase | In./Ex.
Oxidorredutase AB Q6FE66 98 [Metabolic pathways | Energético
478 NAPH—qumone a8 Q6FE71 7112 20 Ox:datlv?phosphory Metabo’lljsmo Membra.na Translocase |In./Ex.
Oxidorredutase subunit A Metabolic pathways | Energético plasmdtica
479 NAPH-qumone  lec ASAEYO 7112 23 Oxtdat/v?phosphory Metaboill-smo Membfa.na Translocase | In./Ex.
Oxidorredutase subunit C Metabolic pathways| Energético plasmdtica
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480 NADH-quinone AB Q6FEG9 7112 68 Ox:datlve.phosphory Metabolismo | Membrana Translocase | In./Ex.
Oxidorredutase subunit Metabolic pathways | Energético plasmitica
281 NADH-quinone CT QOKCS7 7112 48 Ox:datlvgphosphory Metabo’hsmo Membrana Translocase |In./Ex.
Oxidorredutase subunit | BC A9AFZ0 47 |Metabolic pathways | Energético plasmdtica
182 NADH-qunnone er QOKCSS5 7112 48 Oxtdatlve:’phosphory Metabo{ll-smo Membfa}na Translocase | In./Ex.
Oxidorredutase subunit F Metabolic pathways| Energético plasmética
483 NADH-quinone BC | AOAOH3KKY2 7112 48 Ox:datlve.phosphory Metabolismo | Membrana Translocase | In./Ex.
Oxidorredutase subunit F | AB Q6FE67 49 |Metabolic pathways| Energético plasmdtica
484 NADH-quinone AB Q6FEES 7112 37 Ox:datlvgphosphory Metabo’hsmo Membrana Translocase |In./Ex.
Oxidorredutase subunit Metabolic pathways| Energético | plasmética
485 NADH-qunnone a8 Q6FE64 7112 20 Oxtdatlve:’phosphory Metabo{ll-smo Membfa}na Translocase | In./Ex.
Oxidorredutase subunit | Metabolic pathways| Energético plasmética
NADP-dependent aryl-
ags P V" |Bc | AomoH3kBEO| 1.1.191 | 38 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
alcohol dehydrogenase
NADP-dependent aryl-
a87 P V" |Bc | AomoH3Kksks | 1.1.1.91 | 34 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
alcohol dehydrogenase
NADP-dependent Pyruvate.mettabqlism
oxaloacetate- Carbon fixation in ph Metab. de
488 . BC | AOAOH3KS55| 1.1.1.40 81 |Metabolic pathways ) Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
decarboxylating malate - — Carbo.
Mic.metab. in diverse
dehydrogenase Carbon metabolism
NADP-dependent Pyruvate'mettabo.lism
oxaloacetate- Carbon fixation in ph Metab. de
489 . BC | AOAOH3KKJ3 | 1.1.1.40 83 |Metabolic pathways ) Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
decarboxylating malate - — Carbo.
Mic.metab. in diverse
dehydrogenase Carbon metabolism
BC | AOAOH3KY33 52 |Alanine, aspartate arj
BC | AOAOH3KLN1 51 |Lysine degradation
NADP-dependent AB Q6F768 52 | Tyrosine metabolism Metab. de
490 | succinate-semialdehyde 1.2.1.16 Butanoate metabolis| o Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
— - Aminoacidos
dehydrogenase Nicotinate and nicot
Metabolic pathways
Mic.metab. in diverse
491 NADPH-dependent BC | AOAOH3KHT8 | 1.1.1.184 24 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/in./Ex.
carbonvl reductase
a92 | NADPH-dependent BC |AoAOH3KCB4 | 1.4.1.13 | 59 Metab.de | | yefinido |Oxidorredutase |n.
glutamate svnthase Aminodcidos
Alanine, aspartate ar
NADPH-dependent N/tro;t])er;.meta:ol/sm Vetab. de
493 | glutamate synthase small |BC | AOAOH3KI02 | 1.4.1.13 | 54 |Metabolic pathways | Metab. Indefinido | Oxidorredutase | n./Ex.
hai Bios. second. metabg Aminoacidos
chain Mic.metab. in diverse
Biosynthesis of amin
494 NADPHZ-dependent 24-1gc | aonon3skie | 1.3.1.34 73 Indefinido | Citoplasma |Oxidorredutase|/n./Ex.
dienovl-CoA reductase
. BC | AOAOH3KL17 34
NADPH2:quinone
495 reductaseq BC |AOAOH3KG62 | 1.6.5.5 36 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
BC | AOAOH3KE11 34
age | Nicotinate AB | Q6F6W1 | 63.421 | ag [|Nicotinateand nicotj Metab. Cofat. |\ ciniqq, Ligase  |in./Ex.
phosphoribosyltransfera Metabolic pathways| e Vitaminas
297 N|trogen regulatory BC | AOAOH3KH38 ) 12 Regulagdo/Pro Indefinido Indefinido In.JEx.
protein P-Il CT QOKDM3 12 cessamento
Nucleoside diphosphate =L T -2 ﬁUf_/n?dlﬁembO/ISbm/_ Metabolismo
498 | P P BC AIAGZ3 2746 15 yrmi m.e metabolis de Citoplasma Transferase |In./Ex.
kinase AB Q6FEM7 15 |Metabolic pathways ,
- Nucleotideos
Bios. second. metabag
299 Nucleotide-binding AB Q6F856 ) 33 Metabolismo Indefinido Ligagcdo/Sintese In.JEx.
protein ACIAD3059 de RNA de ATP.
500 | O-Acetylhomoserine cr | aomz13 25149 | a5 [Cysteineand methion  Metab.de | oo 1ocma | Transferase | in./ex.
sulfhydrylase Metabolic pathways | Aminoécidos
501 | O-acyltransferase WSD AB Q8GGG1 2.3.1.20 52 Glyceroll;.md metabol Metat'Jollsmo Indefinido Transferase |In./Ex.
2.3.1.75 Metabolic pathways| de Acidos
O-succinylhomoserine Cysteine and mgth:or Metab. de .
502 AB Q6FAl6 - 43 | Sulfur metabolism . Indefinido Transferase |In./Ex.
sulfhydrylase - Aminoacidos
Metabolic pathways
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503 | Oligopeptidase A AB Q6F7U8 3.42470 | 78 P??Eiases € | indefinido Hidrolase  |In./Ex.
inibidores
504 OOI-3 family OmpA-OmpF sc | AoaoH3KLSS ) 24 Sinalizagdo e Membfa.na Transporte  |in./Ex.
porin Processo plasmadtica
BC | AOAOH3KH53 35 |Arginine biosynthesis
Ornithine 1 Metab. de
505 rtht AB QoFCH8 2133 34 Metabol:c pathways . Citoplasma Transferase |In./Ex.
carbamoyltransferase Bios. second. metabg Aminoacidos
Biosynthesis of amin
506 | Orotate 4 BC | AOAOH3KIC1 24210 26 Pyrlm/d/n.e metabolis| Metabolismo Indefinido Transferase | In./Ex.
phosphoribosyltransfera |AB Q6F676 23 | Metabolic pathways de
507 Orotidine 5'-phosphate cT QOK6Y9 41123 30 Pyr/mldlr{e metabolis| Metabolismo Indefinido Liase Ex.
decarboxylase Metabolic pathways de
0 tically inducibl
508 sntwo. cally Inducibie BC | AOAOH3KJV4 | 1.11.1.28 15 Resp. Estresse | Indefinido |Oxidorredutaselin./Ex.
protein
509 Outer membrane efflux cT QOK345 ) 64 beta-Lactam r"ESISth Sinalizagdo e | Membrana Transporte | in./Ex.
protein Quorum sensing Processo externa da
BC | AOAOH3KJY8 39
BC | AOAOH3KGK2 41
BC | AOAOH3KL84 38
Sinalizacs
_ BC | AOAQH3KKJ1 40 Inalizagdo e Membrana
510 | Outer membrane porin BC | AOAOH3KLC3 - 41 Processo lasmitica Transporte In./Ex.
BC | AOAOH3KRN7 37 Celular P
BC |AOAOH3KMM 41
BC | AOAQOH3KVM 38
BC | AOAOH3KRX7 26
511 Outer membrane protein AB Q6F8FS ) 53 beta-Lactam (es:stan Sinalizagdo e | Membrana Transporte | in./Ex.
(AdeC-like) Quorum sensing Processo externa da
512 |Outer membrane protein cT QOKFI6 ) 39 Sinalizagdo e Membfana Transporte | Ex.
(Porin) Processo plasmadtica
513 Outer membrane protein |BC | AOAOH3KFT7 ) 85 Sinalizagdo e | Membrana Transporte | in./Ex.
assembly factor BamA AB Q6FCG7 92 Processo externa da
. Sinalizagdo e | Membrana
Outer membrane protein
514 BC | AOAOH3KFIS - 31 Processo externa da Transporte |In./Ex.
assembly factor BamD
Celular célula
Outer membrane protein Sinalizagdo e | Membrana
515 | or related peptidoglycan- |CT QOKDI6 - 23 Processo externa da Transporte | In./Ex.
associated (lino)nrotein Celular célula
Oxygen-dependent Porphyrin and chlorg \\ o\ o
516 | coproporphyrinogen-lll | AB Q6F7N3 1333 37 |Metabolic pathways 77 77| Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
. - e Vitaminas
oxidase Bios. second. metabg
517 | PadR-like family BC |A0AOH3KNCY - 27 Indefinido | Indefinido | Indefinido |in./Ex.
transcriptional regulator
518 | ParA-like ATPase BC | AoAOH3KLB1 - 24 Sinalizacdo e | |\ finigo | Proteinasdo |
Processo Citoesaueleto
519 | Paraquat-inducible AB Q6F8Y3 - 61 Indefinido | MEMPrANA |y definido  [in./Ex.
protein plasmadtica
520 | Paraquat-inducible BC | AOAOH3KGX9 - 59 Indefinido | Membrana |\ yetinido | in./ex.
protein B plasmdtica
521 Peptide chain release AB Q6F721 ) 38 Blos./Metab. Citoplasma Fatcjr de n
factor2 Proteinas Traducdo/Elong
522 Peptide chain release AB Q6F823 ) 60 Bios./Metab. Citoplasma Fator de In.JEx.
factor 3 Proteinas Traducdo/Elong
. Bios./Metab. - .
523 | Peptide deformylase AB Q6FFH6 3.5.1.88 20 Brotel Indefinido Hidrolase In./Ex.
roteinas
524 Peptide methionine AB Q6FAL8 1.8.4.12 16 Bios./Metab. Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
sulfoxide reductase MsrB Proteinas
525 Peptlde/nlcke! trénsport BC | AOAOH3KFY2 - 59 |ABCtransporters Proc. qe Info. Membfa.na Transporte | In./Ex.
svstem ATP-binding Ambiental plasmadtica
526 Peptide/nickel trans.po.rt sc | acaoH3zKIW2 ) 60 ABC trqnsporters : Proc. c?e Info. Membl"a.na Transporte | in./Ex.
system substrate-binding Bacterial chemotaxis| Ambiental plasmatica
527 Peptide/nickel transport sc | AoAoH3KIB7 ) 57 ABC trqnsporters : Proc. de Info. Membrana Transporte | in./Ex.
system substrate-binding Bacterial chemotaxis| Ambiental plasmdtica
528 Peptl(ﬂoglycan-assomated CT QOK7W6 ) 18 Sinalizagdo e | Membrana Transporte | in./Ex.
protein BC | AOAOH3KCB9 19 Processo externa da
529 Peptidyl-prolyl cis-trans cT Q0K802 5218 12 Bios./Metab. | Membrana lsomerase | Ex.
isomerase Proteinas plasmdtica
530 | Peptidyl-prolylcis-trans | o | agaouakeNg| 5218 | 20 |cationic antimicrobid BOS/Metab- | Membrana |\ oo {in e
jsomerase Proteinas plasmadtica
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531 Peptidyl-prolyl cis-trans sc | AoAoH3KFZ4 5218 18 Bios./Metab. | Membrana Isomerase In.JEx.
isomerase Proteinas plasmdtica
532 Feptldyl-prolyl cis-trans AB Q6FDEO 5218 12 Blos./Metab. Membfa.na lsomerase | In./Ex.
jsomerase Proteinas plasmadtica
533 Peptidyl-prolyl cis-trans AB Q6FGO4 5218 18 Bios./Metab. | Membrana lsomerase | In./Ex.
isomerase Proteinas plasmdtica
534 Feptldyl-prolyl cis-trans | o Q6FB14 5218 19 Blos./Metab. Membfa.na lsomerase | In./Ex.
jsomerase Proteinas plasmadtica
535 Peptidyl-prolyl cis-trans AB Q6FCZ8 5218 17 Bios./Metab. | Membrana lsomerase | In./Ex.
isomerase Proteinas plasmdtica
536 | Peptidylprolyl isomerase |BC | AOAOH3KPCO 5.2.1.8 29 Blos./Metab. Membfa.na Isomerase |In./Ex.
Proteinas plasmadtica
537 Perlpllasmlc binding sc | roroH3KIGT ) 34 ABC trqnsporters : Proc. c?e Info. Membl"a.na Transporte | in./Ex.
protein/Lacl Bacterial chemotaxis| Ambiental plasmatica
538 Permease of the major sc | AoaoH3KHS59 ) 59 Proc. de Info. Membrana Transporte | In./Ex.
facilitator superfamily Ambiental plasmdtica
539 | Peroxidase BC | AOAOH3KCD4| 1.11.1.24 24 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| /n./Ex.
540 | peroxiredoxin CcT QOKBM®6 1.11.1.28 [ 20 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| /n./Ex.
541 | peroxiredoxin CcT QOK7X4 111124 | 24 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase|/n./Ex.
542 | peroxiredoxin CT Q0JZ03 1.11.1.24 25 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| EX.
543 | Phasin family protein BC | AOAOH3KPT7 - 20 Indefinido Indefinido Indefinido | /In./Ex.
544 | PHB domain-containing | 15 | 6rapy - 31 Indefinido | MEMPraNA |\ definido  [in./Ex.
protein plasmadtica
545 | Phenylalanine--tRNA AB Q6F872 61120 | 37 |Aminoacyl-tRNA bios| BiOSSINtEsede | i iaima Ligase In./Ex.
licase alpha subunit Aminoacil-
546 I?henylalanlne--tR.NA BC | AOAOH3KES3 6.1.1.20 89 Bloss.lntese'zde Citoplasma Ligase In./JEx.
ligase beta subunit AB Q6F873 88 Aminoacil-
547 | PhoH-like ATPase BC | ADAOH3KFQS - 66 Sinalizagdo e |\ tinigo |LiBc80/Sintese |, 4o
Processo de ATP
Phosphate starvation- Sinalizagdo e s e
) i ) . Ligagdo/Sintese
548 |inducible protein (PhoH- |AB Q6F7W7 - 41 Processo Indefinido de ATP In./Ex.
like) Celular
549 Phosphate-binding sc | AoaoH3KDL2 ) 36 ABC transporters Proc. de Info. Membt:ana Transporte | In./Ex.
protein PstS Two-component syst| Ambiental plasmdtica
Phosphate-specific Sinalizagdo e
550 | transport system AB Q6FFB4 - 27 Processo Citoplasma Transporte |In./Ex.
accessorv nrotein Pholl Celular
Phenylalanine, tyrosi
Phospho-2-dehydro-3- Metabo//c pathways Metab. de .
551 CcT QOKCKS8 2.5.1.54 39 |Bios. second. metaba . Indefinido Transferase |In./Ex.
deoxyheptonate aldolase - - — Aminoacidos
Biosynthesis of amin
Quorum sensing
BC | AOAOH3KRG7 68 |Glycolysis /Gluconeg
Phosphoenolpyruvate 48 o8Pz = g/tmte e (TZA/_CVC Glicolise /
552 P . Py 4.1.1.32 yruvate.meta orsm Gliconeogénes | Citoplasma Liase In./Ex.
carboxykinase [GTP] Metabolic pathways
Bios. second. metabag €
Mic.metab. in diverse
CT QOK7M4 112 |Pyruvate metabolism|
BC |AOAOH3KQH6 110 |Methane metabolism
Phosphoenolpyruvate ixation i Metab. de
553 P Py AB Q6F6Qb 4.1.1.31 102 _|Carbon f{xatlon in ph Indefinido Liase In./Ex.
carboxylase Metabolic pathways Carbo.
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
CT QOKA33 87 |Glycolysis /Gluconeg
BC | AOAOH3KFN8 88 | Pyruvate metabolism|
j Glicolise
Phosphoenolpyruvate AB Q6FIR7 87 Methane.metabo/lsrr . A/ -
554 2.79.2 Metabolic pathways | Gliconeogénes | Indefinido Transferase |In./Ex.
synthase -
Bios. second. metabag e
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
555 Phosphoenolpyruvate- AB Q6FEWS8 2739 86 |Phosphotransferase Proc. qe Info. Membfa.na Transferase |In./Ex.
protein Ambiental plasmatica
CcT Q0JY25 4.2.1.12 66 |Pentosephosphatep
Phosphogluconate 1 Metab. de
556 phogiu AB Q6FEPO 66 M?tabOhC pgthways Indefinido Liase In./Ex.
dehydratase Mic.metab. in diverse Carbo.
Carbon metabolism
Dhnacnhnaliirncamina cr QOK8Y7 48 [Amino sugarandnud \, ... A.
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557 BC A9ACL5 5.4.2.10 47 |Metabolic pathways Indefinido Isomerase |In./Ex.
mutase Carbo.
AB Q6F717 48
BC | AOAOH3KLU3 41 |Glycolysis /Gluconeg
AB Q6FB0O8 41 | Carbon fixation in ph
Metabolic pathways| Glicolise/
558 | Phosphoglycerate kinase 2.7.2.3 Bios. second. metabo| Gliconeogénes | Citoplasma | Transferase |In./Ex.
Mic.metab. in diverse e
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
CT QOKAM1 50 |Glycolysis /Gluconeg
BC_|AOAQOH3KHG2 50 |Pentosephosphatep
Fructose and manno
Galactose metabolis
5428 Purine metabolism Glicolise /
559 | Phosphomannomutase o Starch and sucrose n| Gliconeogénes | Indefinido Isomerase |In./Ex.
Amino sugar and nu e
Streptomycin biosynt
Metabolic pathways
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
560 Phosphomethylpyrimidin | BC A9ACX9 419917 71 Th:ammgmetabol:sn* Metab. Cofat. Indefinido Liase In.JEx.
esynthase AB Q6FFB6 71 | Metabolic pathways| e Vitaminas
se1 |Phosphopantetheine |5 | qerarg 2773 | 19 |Pantothenateand Cd Metab. Cofat. | v oocrma | Transferase | in./ex.
adenylyltransferase Metabolic pathways | e Vitaminas
i j Metabolismo
Phosphoribosylamine-- CT QOKD60 45 |Purine mfetabo/lsm . .
562 Ivcine lisase BC |AOAOH3KQ70| 6.3.4.13 46 |Metabolic pathways de Citoplasma ligase In./Ex.
gl g AB Q6F9P4 47 | Bios.second. metabd Nucleotideos
Phosphoribosylaminoimi | cT QOKES53 33 | Purine metabolism | Metabolismo
563 | dazole- BC | AOAOH3KR09 6.3.2.6 33 |Metabolic pathways de Citoplasma ligase In./Ex.
succinocarboxamide AB Q6F6U0 27 _|Bios. second. metabol Nucleotideos
i j Metabolismo
Phosphoribosylformylgly BC A9AGA9 37 |Purine mfetabo/lsm . .
564 | | o . AB Q6F973 6.3.3.1 38 |Metabolic pathways de Citoplasma ligase In./Ex.
cinamidine cyclo-ligase - ,
Bios. second. metabd Nucleotideos
j j Metabolismo
Phosphoribosylformylgly BC | AOAOH3KFG9 146 |Purine m?tabollsm . ‘
565 | L AB Q6F994 6.3.5.3 140 |Metabolic pathways de Citoplasma ligase In./Ex.
cinamidine synthase - B
Bios. second. metabad Nucleotideos
Glycine, serine and th
Cysteine and methior
Methane metabolism
Phosphoserine Vitamin ?6 metabolis Metab. de .
566 . AB Q6F961 2.6.1.52 39 |Metabolic pathways . Citoplasma | Transferase |In./Ex.
aminotransferase - Aminoacidos
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
Glycine, serine and th
Methane metabolism
. Metabolic pathways
Phosphoserine Metab. de
567 P AB Q6F6V6 3.1.3.3 44 | Bios. second. metabg . Indefinido Hidrolase In./Ex.
phosphatase - — Aminoacidos
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
568 Phosphotransferase BC | AOAOH3KHJ2 2739 90 |Phosphotransferase Proc. ‘?'e Info. Membra}na Transferase |In./Ex.
svstem enzvime | Ambiental plasmatica
569 [ Pilus assembly protein  |BC | AOAOH3KEK3 - 46 Sinalizagdo e | Membrana | Sistemade |,
Processo externa da Secrecdo
570 | Pilus assembly protein BC | AOAOH3KJ97 74.2.8 49 Sinalizagdo e | Membrana Translocase |In./Ex.
Processo externa da
s71 | PKHD-typehydroxylase 5 | ey - 26 Indefinido | Indefinido | Oxidorredutase|n./Ex.
ACIADQ531
572 PlsC gomam-contalnlng AB Q6FDR3 - 35 Indefinido Indefinido Transferase |In./Ex.
protein
573 | PmbA protein BC |A0AOH3KDK1 - 49 nggiases € | indefinido | Indefinido  |in./Ex.
inibidores
574 Polar amino acid sc | AoaoH3KCO9 ) 27 ABC transporters Proc. ge Info. Membra}na Transporte | in./Ex.
transport system Two-component syst| Ambiental plasmatica
<7< | Polar amino acid ar | ananuarvenia ) 22 |ABCtransporters Proc. deInfo. | Membrana Trancnnrta  |in /v
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-- UL [munuionavio oo ) . nanopuive  [nigea.
transport system Two-component syst| Ambiental plasmatica
Polar amino acid
Proc. deInfo. | Membrana
576 | transport system BC | AOAOH3KIH2 - 27 ) L Transporte | In./Ex.
Ambiental plasmatica
substrate-hindins nrotein
Polar amino acid
Proc. deInfo. | Membrana
577 | transport system BC | AOAOH3KTS6 - 28 . » Transporte | /n./Ex.
Ambiental plasmatica
siihstrate-hinding nrotein
578 | Poly(A) polymerase | BC | AOADH3KC79 2.7.7.19 57 |RNA degradation BIOS'/MEtab' Indefinido Transferase |In./Ex.
AB Q6F852 56 Proteinas
579 | Polyphosphate kinase AB Q43991 2741 79 Ox:datlvephos-phory Metabolismo Mitocondria| Transferase |In./Ex.
RNA degradation Energético
Polyribonucleotide €T QOKCT4 78 . Bios./Metab. .
580 . BC A9AJPO 2.7.7.8 77 |RNAdegradation , Citoplasma Transferase |In./Ex.
nucleotidyltransferase Proteinas
AB Q6FF12 75
Porphyrin and chlorg
Porphobilinogen j Metab. Cofat.
sg1 [ OTPNOPIINOE AB | asFra9 | 25161 | 34 |Metabolic pathways | Metab. & Indefinido | Transferase | In.
deaminase Bios. second. metabd e Vitaminas
Mic.metab. in diverse
582 PPKZ‘domaln-contammg BC | AOAOH3KB31 - 32 Indefinido |Mitocondria| Transferase |In./Ex.
protein
Predicted membrane- Peptidases e | Membrana .
583 et QO0KS824 - 25 o L Hidrolase Ex.
bound protease subunit inibidores plasmatica
Predicted nucleoside-
584 | diphosphate-sugar BC |AOAOH3KDD2 - 22 Indefinido Indefinido Indefinido  |In.
enimerase
Predicted
585 | periplasmic/secreted BC | AOAOH3KLEO - 26 Indefinido Indefinido Indefinido In.
nrotein
Predicted Metabolismo
586 | phosphoribosyltransfera |CT Q0K973 - 21 de Indefinido Transferase |Ex.
se Nucleotidens
587 Probable AcnD-accessory sc |aoaoH3KTWY ) a1 Propanogte metabol|l Metab. de Indefinido lsomerase n
protein Metabolic pathways Carbo.
588 Pro.bable cytosol CcT QOK7F5 341141 54 G/utath/?ne metabol, Pf-zp.tlf:lases e Citoplasma Hidrolase In.JEx.
aminopeptidase BC A9AHGY 53 | Metabolic pathways| inibidores
589 | Probable electron AB P94132 1551 63 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| /n./Ex.
590 | probable extra- CcT QOKE31 - 34 Proc. deInfo. | Membrana Receptor In./EX.
591 Probable FAD-binding AB Q6F7T9 11413 - 56 An'7/nobenzo'ate.degr Qegradacao de Membfa.na Oxidorredutase | in./Ex.
monooxygenase AImA Mic.metab. in diverse| Acidos graxos | plasmatica
Probable potassium Sinalizagdo e
) Membrana
592 |transport system protein |CT Q7WXK8 - 69 Processo lasmitica Transporte | In./Ex.
kiun 3 Celular P
Probable transcriptional Regulagdo/Pro ..
. . Ligagao ao
593 | regulatory protein AB Q6FAP5S - 27 cessamento | Citoplasma In./Ex.
DNA/RNA
ACIAD?205?2 da Transcric3o
CT QOK6Q0 63 Biossintese de
594 | Proline--tRNA ligase BC A9AIS6 6.1.1.15 64 |Aminoacyl-tRNA bios| Aminoacil- Citoplasma Ligase In./Ex.
AB Q6FE23 63 tRNA
595 | Propionyl-CoA BC |AaoAoH3kwxs| 64.14 | 57 Metab.de | | {efinido ligase In./Ex.
carboxvlase beta chain Aminodcidos
506 | Protease associated BC | AOAOH3KGF1 - 96 |Bacterial secretion sy P-ep-tl-dases € Membfa.na Hidrolase |In./Ex.
ATPase inibidores plasmatica
597 | Protease HtpX A8 | aersa1 - 33 Peptidases e | Membrana | iy o000 [1n/ex.
inibidores plasmdtica
Recombinagdo
‘ cT QOKE78 38 ¢ . Ligacdo ao
598 | Protein RecA BC A9AFTO - 37 |Homologous recomb| e Reparode | Citoplasma DNA/RNA In./Ex.
AB P42438 38 DNA
Protein translocase CT QOK6N3 105 Quortllm 2ensing Proc.deInfo. | Membrana in./Ex.
599 bunit SecA BC A9AI87 7428 105 |Protein export Ambiental | (i Translocase
subunit Sec AB Q6FEEQ 103 |Bacterial secretion sy molenta plasmatica
600 Protelr? translocase AB Q6FE6 ) 69 Prote/n. export : Proc. c%elnfo. Membfa.na Translocase | In./Ex.
subunit SecD Bacterial secretion sy| _Ambiental plasmatica
Protein translocase QUOI‘L.Im Sensing Proc. deInfo. | Membrana
601 . AB Q6F7T2 - 49 | Protein export . L. Transporte |In./Ex.
subunit SecY - - Ambiental plasmatica
Bacterial secretion sy
602 Protein-export membrane sc | AoaoH3KKS1 ) 35 Protem. export : Proc. de Info. Membrana Transporte | in./Ex.
protein Seck Bacterial secretion sy| Ambiental plasmatica
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. . Quorum sensing .
Protein- t t Bios./Metab.
so3 |- OteIN-export protemn BC A9AEKO - 18 |Protein export fos./ ’e @ Citoplasma Chaperona |In./Ex.
SecB - - Proteinas
Bacterial secretion sy
604 | Pseudouridine synthase |AB Q6FDU7 5.4.99.22 36 Me;ab;lillzmo Indefinido Isomerase In./Ex.
e
605 PTS system N- . BC |AOAOH3KHQ2 ) 62 Amino sugar and nuq Metab. de Membl"a.na Transferase | In./Ex.
acetylglucosamine- Phosphotransferase Carbo. plasmatica
606 | Putative 2-nitropropane | - | o7\y\y7 - 35 Resp. Estresse | Indefinido | Indefinido | /n./Ex.
dioxveenase
1.1.1.35 Fatty acid degradatid
421.17 Val., leuc. and isol. dd
5.1.2.3 Geraniol degradatior]
Lysine degradation
Benzoate degradatio|
Tryptophan metabol
Putative 3- beta-Alanine mettzb? DA’eggad agdo de
cidos graxos
607 | hydroxybutyryl-CoA AB Q6F8B7 77 Propanoate meta o, & Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
. Butanoate metabolis e
epimerase - - e
Limonene and pinend Xenobidticos
Caprolactam degrad
Metabolic pathways
Bios. second. metabg
Mic.metab. in diverse]
Carbon metabolism
Fatty acid metabolisr
Putative 4-hydroxy-4- .
Metabolismo . .
608 | methyl-2-oxoglutarate AB Q6FCF4 - 18 Indefinido Liase In./Ex.
de RNA
aldolase
Putative ABC transport
dranv o P Proc.deInfo. | Membrana
609 | system auxiliary BC | AOAOH3KHY4 - 24 |ABCtransporters . L. Transporte | In./Ex.
Ambiental plasmatica
component
610 | Putative ABC transport. BC |AOAOH3KRW1 - 27 |ABCtransporters Proc. clle Info. Membt”a.na Transporte  |/n./Ex.
svstem permease protein Ambiental plasmdtica
Putative ABC transport Sinalizagdo e
Membrana
611 | system substrate-binding | BC | AOAOH3KHRO - 33 Processo plasmatica Transporte | In./Ex.
protein Celular
Fatty acid degradatic
Synthesis/deg. ketond
Val., leuc. and isol. dd
Lysine degradation
Benzoate degradatio|
Tryptophan metabol,
Putative acetyl-CoA Pyruvate metabo//sm Degradagdo de
Glyoxylate metabolis| : .
acetyltransferase Acidos graxos .
612 AB Q6FEAO 2319 41 |Propanoate metabol Indefinido Transferase |In./Ex.
(Acetoacetyl-CoA - e
) Butanoate metabolis| T
thiolase) Terpenoid backbone Xenobidticos
Metabolic pathways
Bios. second. metabg
Mic.metab. in diverse]
Carbon metabolism
Fatty acid metabolisr
Two-component syst
Glycolysis / Gluconed
Pyruvate metabolism
Glyoxylate metabolis
Putative acetyl-coA Propanoate metabol| Glicolise /
613 | synthetase/AMP-(Fatty) |AB Q6FBV6 6.2.1.1 61 |[Methane metabolism Gliconeogénes| Indefinido Ligase In./Ex.
acid ligase Metabolic pathways e
Bios. second. metabg
Mic.metab. in diversé]
Carbon metabolism
Putative acyl coenzyme A 42 |Fatty acid degradatid Degradagdo de
614 | dehydrogenase (HcaD- AB Q6FA91 1.3.8.8 Metabolic pathways | Acidos graxos | Indefinido |Oxidorredutase]in./Ex.
like) Fatty acid metabolisr] e
615 | Putative acyl-CoA AB | QsFCD3 - a8 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase |in./x.
dehvdrogenase
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Fatty acid degradatic
Val.,, leuc. and isol. dd
beta-Alanine metabo|
Propanoate metabol| Degradagdo de
Putative acyl-CoA is| Acidos graxos
616 y AB | QsFBVS 1381 | a1 |Butanoate metabolis & Indefinido | Oxidorredutase | n./Ex.
dehydrogenase Metabolic pathways e
Bios. second. metabd Xenobidticos
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Fatty acid metabolisr]
617 Putative acyl-CoA AB Q6FB48 - 46 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/n.
dehvdrogenase
61 | Putativeacyl-CoA A8 | asF7ma - 67 Indefinido | Indefinido | Oxidorredutase|n./Ex.
dehvdrogenase
Fatty acid degr.adat/c Degradacio de
Putative acyl-CoA Val, leuc. and isol. de Acidos graxos
619 AB 031251 1.3.8.7 44 | Metabolic pathways Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase - e
Bios. second. metabg T
Fatty acid metabolis Xenobidticos
620 | Putative acyl-CoA BC |AOAOH3KKX4 [ - a1 Indefinido | Indefinido | Oxidorredutase [in./x.
dehvdrogenase family
621 | Putativeacyl-CoA BC |AOAOH3KHWO| - 65 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase|n./Ex.
dehvdrogenase familvy
622 | Putativeacyl-CoA BC | AOAOH3KNRS - 41 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
dehvdrogenase family
623 | Putative acyl-CoA . BC |AOAOH3KW68 - 64 sulfur me.tabol/sm Metaboﬁsmo Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase family Metabolic pathways | Energético
Fatty acid degradatic
Synthesis/deg. keton4
Val., leuc. and isol. dd
Lysine degradation
Benzoate degradatio|
Tryptophan metabol,
Pyruvate metabollsm Degradaco de
Glyoxylate metabolis| : .
) . Acidos graxos - .
624 | Putative acyl-CoA thiolase|AB Q6FAW1 2.3.19 45 | Propanoate metabol Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
Butanoate metabolis| Gj‘, )
Terpenoid backbone Xenobidticos
Metabolic pathways
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Fatty acid metabolisr
Two-component syst
Glycolysis /Gluconeo
Fatty acid degradatic
Tyrosine metabolism Degradacio de
. Chloroalkane and ch| ; .
Putative alcohol Acidos graxos . .
625 AB Q6F8H1 1111 42 |Naphthalene degrad Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase - e
Metabolic pathways T
Bios. second. metabag Xenobidticos
Mic.metab. in diverse
Deg. aromatic compd
Lysine biosynthesis
Putative 1 Metab. de
626 . AB Q6FAM4 2.6.1.17 44 M?tabOhC p.athll/vays L Indefinido Transferase |In./Ex.
aminotransferase Mic.metab. in diversel Aminoacidos
Biosynthesis of amin
627 [ Putative antigen AB |  Q6FBSS - 32 Indefinido | ME™PTN | yngefinido  [in./ex.
plasmdtica
628 P”t‘t"tf"ea”t'°x'da”t AB | aQeFEEl | 1.11.1.24 | 25 Indefinido | Indefinido | Indefinido |in./Ex.
protein
629 |PUtative ATP-dependent | o | 67Ny - 72 Indefinido | Indefinido | Hidrolase |Ex.
RNA helicase
630 | Putative ATPase AB Q6F6T3 - 47 Replicacgo e Indefinido Ligacdo ao In./Ex.
Reparo de DNA/RNA
Pyruvate metabolism|
A1 PUtatheblfUnCthnal AR NAEA2Q 1711 14N Q9 MEtabo”C pathWayS MEtab' de Indafinidn Nvidarradiitacal In /Ev
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“* | protein (MaeB) o “ur mo o PR ““ TWicmetab indvered Carbo. HIUCIHIUU [ UAIUUT SU Ao S | 111 LA,
Carbon metabolism
632 Putative biopolymer AB Q6FES4 ) 22 Sinalizagdo e Membrana Transporte | in./Ex.
transport protein (ExbB) Processo plasmdtica
633 Putative carbonic AB Q6FDBA4 4211 22 N/trogen.metabol/sm Metabo{ll.smo Indefinido Liase In.JEx.
anhydrase Metabolic pathways| Energético
634 | Putative cold shock AB Q6FCM6 ) 3 Regulagdo/Pro Citoplasma Ligagdo ao In.JEx.
protein cessamento DNA/RNA
635 Putat!ve DNA binding AB Q6FFA4 ) 13 Regulagdo/Pro Indefinido Ligacdo ao In.JEx.
protein cessamento DNA/RNA
63 | Putative efflux . AB Q6F6Q9 - 116 |Multidrug resistance, Sinalizaggo e Membra.na Transporte | /n./Ex.
transporter causing drug Processo plasmdtica
637 | Putative enoyl-CoA AB | asFov3 | 42117 | 42 Indefinido | Mitocondria Liase; ), Jex.
hvdratase/isomerase Isomerase
63 | Putative enoyl-CoA a8 | asrBv3 | 42117 | 39 Indefinido  [Mitocondria| Indefinido  |in.
hvdratase/isomerase
639 [Putative enzy-mle contains AB Q6F7Q8 - 56 Indefinido Indefinido Hidrolase |In./Ex.
P-loop containing
6ao | Putative FAD/FMN- AB | aQsF7i1 - 52 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
containing
641 P.utatlve ferric AB Q6FEQQ ) 30 Sinalizagdo e Membfa}na Transporte | in./Ex.
siderophore receptor Processo plasmatica
642 | Putative ferrous iron A8 | asFFca ; 67 Sinalizacdo e | | yetinido | Transporte | in./Bx.
transport protein B Processo
643 Puicatlve FMN AB Q6FD34 - 45 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/in./Ex.
Oxidorredutase
6aa | Putative glutamine BC | AOAOH3KCU3 - 40 Metab.de | | qefinido | Transferase |in./Ex.
amidotransferase Aminodcidos
Putative _ _
645 AB Q6FEU6 - 42 Indefinido Indefinido Transferase |In./Ex.
glvcosvltransferase
646 f"“t?lt")’e GTPase(G3E | r | qokF74 - 41 Indefinido | Indefinido | Hidrolase  |Ex.
amilv
647 | Putative histone-like sc | AoaoH3KSS7 ) 11 Regulagdo/Pro Indefinido Ligacdo ao In./JEx.
nucleoid-structuring cessamento DNA/RNA
3.13.3 Glycine, serine and th
2.7.1.39 Methane metabolism
Putative homoserine MEtabOIIC pathways Metab. de . Transferase;
648 | AB Q6FDX3 23 |Bios.second. metabg . Indefinido . In./Ex.
kinase (ThrH) - — Aminoacidos Hidrolase
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
sa9 |Putative Lactaldehyde | r | ouarr | 12122 | s0 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
dehvdrogenase
650 F.’utatlve . AB Q6FC66 - 28 |ABCtransporters Proc. clle Info. Membt”a.na Hidrolase |In./Ex.
linopolvsaccharide Ambiental plasmdtica
- . . Membrana -
651 | Putative lipoprotein BC | AOAOH3KG38 - 23 Indefinido Indefinido | /n./Ex.
externa da
652 | Putative lipoprotein BC | AOAOH3KBUS8 - 22 Indefinido Membrana Indefinido In./Ex.
externa da
653 | Putative lipoprotein BC | AOAOH3KP94 - 20 Indefinido Indefinido Indefinido | /n./Ex.
654 | Putative lipoprotein BC | AOAOH3KIR7 - 20 Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
655 | Putativelong-chainfatty | \p | qerpxo - 52 Indefinido | Indefinido | Indefinido  |in./Ex.
acid transport protein
656 Putathfe MarR-famlIy sc | ronoH3KIPO ) 23 Regulagdo/Pro Indefinido Ligagdo ao In.JEx.
transcriptional regulator cessamento DNA/RNA
- i Sinalizagdo e
Putative membrane beta-Lactam resistan ¢ Membrana
657 K . . AB Q6F8F7 - 45 Processo L. Transporte In./Ex.
fusion protein (AdeA-like) L L . plasmatica
Cationic antimicrobig Celular
658 Putative membrane sc | AoaoH3KPIS ) 34 Peptidases e Membrana Hidrolase In.JEx.
protease inibidores plasmdtica
659 Putative membrane- sc |aoaoH3KWYS ) 233 Sinalizagdo e | Membrana Transporte | in./Ex.
anchored cell surface Processo externa da
: Peptidases e - .
660 | Putative metalloprotease |AB Q6FCJO - 110 Indefinido Hidrolase In./Ex.
inibidores
Putative methyl-cis- 421117 Propanoate metabol
AR1 |l arAnitic arid hudrataca AR NAEQ\A\/R QR MEtab. de Indafinidn liaca In /Ev
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“es [aLuinue auiu Hyuratasc o “@ur oo ou Carbo VIS Liase A
(AcnM) Metabolic pathways )
662 | Putative nucleotide BC | AOAOH3KNYL - 23 Metabolismo | | efinido | Transferase |Ex.
phosphoribosvltransfera de
s63 |PutativeOmpAfamily |z | AoA0H3KLAG ; 21 Indefinido | MeMPrana | efinido [ Ex.
transmembrane protein externa da
66 | PUtativeoutermembrane | 5 | (erngs - 23 Indefinido | MeMPrANA | definido  [in/Bx.
protein externa da
665 Putative outer membrane AB Q6F788 ) 53 Sinalizagdo e | Membrana Transporte | in.
protein Processo externa da
666 Putat!ve Outer m-embrane AB Q6FE9S ) 39 Sinalizagdo e | Membrana Transporte  |in./Ex.
protejn (OmpA-like) Processo externa da
e67 |Putative Oxidorredutase | g | erpsyg ; 27 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
(Short chain
Putative - . .
668 AB Q6F8F2 - 30 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase]|in./Ex.
Oxidorredutase/dehvdrog
660 |Putativeoxoacyl-(Acyl | o | oeevs [ 119100 | 27 Indefinido | Indefinido |Oxidorredutase |n./Ex.
carrier protein) reductase
i 1 Biossintese de
Putative penicillin binding 241129 Pept/dog./ycan biosyr . . Membrana
670 tei AB Q9AM64 3.4.16.4 95 |Metabolic pathways | Peptidoglican | (i Transferase |In./Ex.
protein beta-Lactam resistan| o plasmatica
671 :“tﬁlt"’e peptidase, S33 |- | qoksR2 - 35 Indefinido | Indefinido | Hidrolase  |Ex.
amily
672 |Putativeperiplasmic |- | A0 A0H3KHDE - 47 Indefinido | MEMPraN3 | oyidorredutase | in./x.
cvtochrome c-containing plasmatica
673 Putative AB Q6FI9R8 2.7.4.28 31 Bios./Metab. Indefinido Transferase |In./Ex.
phosphoenolpvruvate Proteinas
2.6.1.66 Arginine biosynthesis
2.6.1.2 Alanine, aspartate arl
. Val., leuc. and isol. bi
Putative PLP-dependent - Metab. de .
674 . AB Q6FAL7 54 |Metabolic pathways . Indefinido Transferase |In./Ex.
aminotransferase - Aminoacidos
Bios. second. metabag
2-Oxocarboxylic acid|
Biosynthesis of amin
675 | Putative protease AB Q6FCY8 - 105 P.ep-tlfiases € Membra}na Hidrolase [In.
inibidores plasmatica
676 | Putative protease AB | QoEYVLY - 37 Peptidases e | Membrana | 4 oace  [n.
inibidores plasmadtica
677 | Putative protease (SohB) |AB Q6FCW6 - 36 P.ep-tlfiases € Membra}na Hidrolase |In./Ex.
inibidores plasmatica
67 | Putative regulatory A8 | QeFBiL - 45 Indefinido | Indefinido | Indefinido |in./Ex.
protein (Nitrile hvdratase
679 |Putative resp?nse ) AB Q6FE74 - 27 |Two-component systi Regulagdo/Pro Indefinido Ligagao ao In./Ex.
regulator (Activator) in cessamento DNA/RNA
680 | Putative RND efflux AB Q6FD22 - 113 |Two-component syst Proc. delnfo. Membrana Transporte | In./Ex.
transporter Ambiental plasmadtica
681 | PUtative RND typeefflux | 5 | (ercqg - 37 Indefinido | Indefinido | Indefinido | In./Ex.
pump involved in
682 | Putative short-chain BC | AOAOH3KHI5 - 27 Indefinido | Indefinido | Indefinido |in./Ex.
alcohol dehvdrogenase
683 Putative short-chain AB Q6FBI9 - 30 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase| Ex.
dehvdrogenase
Fatty acid biosynthes
. . Biotin metabolism
Putative short-chain - - - .
684 AB Q6FAW2 1.1.1.100 | 49 [Metabolic pathways| Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
dehydrogenase -
Bios. second. metabog
Fatty acid metabolis
sgs | Putativesiderophore- | 5 | \oaqH3KL3 - 30 Indefinido | Indefinido | Indefinido  |in./Ex.
interacting protein
66 | Putative sigmasd. BC |AOAOH3KHM4 - 14 Metabolismo | |\ tinido | Indefinido | in./Ex.
modulation protein de RNA
637 Putative signal sc | AoaoH3KPUO _ 24 Regulagdo/Pro Indefinido Ligagao ao In.JEx.
transduction response cessamento DNA/RNA
6 | Putativesignal- BC | AOAOH3KEGO - 17 Indefinido | Indefinido | Indefinido  |in./Ex.
transduction protein
Fatty acid degradatic
Synthesis/deg. ketong
Val.,, leuc. and isol. dd
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Lysine degradation
Benzoate degradatio|
Tryptophan metabol,
Pyruvate metabo//sm Degradacio de
. . . Glyoxylate metabolis| : .
Putative thiolase putative Acidos graxos .
689 . AB Q6F8B8 2319 42 |Propanoate metabol Indefinido Transferase |In./Ex.
acyl-CoA thiolase - e
Butanoate metabolis| T
Terpenoid backbone Xenobidticos
Metabolic pathways
Bios. second. metabo
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Fatty acid metabolis
Two-component syst
690 [ Putative thioredoxin BC | AOAOH3KH62 - 31 Bios./Metab. | | yefinido | Chaperona |in./ex.
Proteinas
691 Putative toluenfe AB Q6F7P1 - 23 |ABC transporters Indefinido Indefinido Indefinido In./Ex.
tolerance protein (Ttg2D)
692 Putative transcriptional AB Q6FD91 ) 38 Regulagdo/Pro Indefinido Ligacao ao In.JEx.
regulator cessamento DNA/RNA
693 Putative transcriptional AB Q6FEV3 ) 38 Regulagdo/Pro Indefinido Ligagao ao In.JEx.
regulator (AraC familv) cessamento DNA/RNA
694 Putative transcriptional AB Q6F8CO ) 40 Regulagdo/Pro Indefinido Ligacao ao In.JEx.
regulator (AraC familv) cessamento DNA/RNA
695 Putative transcrlptlo.nal AB Q6FDW3 ) 27 Regulagdo/Pro Indefinido Ligagao ao In.JEx.
regulator (GntR-familv) cessamento DNA/RNA
696 Putative transcriptional AB Q6FES6 ) 33 Regulagdo/Pro Indefinido Ligacao ao In.JEx.
regulator (LvsR familv) cessamento DNA/RNA
697 Putative transcrly:.>t|ona| AB Q6FDI1 ) 31 Regulagdo/Pro Indefinido Ligagao ao In.JEx.
regulator (PcaU-like) cessamento DNA/RNA
698 Putative transcriptional AB Q6F8T3 ) 23 Regulagdo/Pro Indefinido Ligacao ao In.JEx.
regulator (TetR familv) cessamento DNA/RNA
699 Putat!ve transport . |AB Q6F7C1 - 62 Reg./Proces. Indefinido Transporte | In./Ex.
protein (ABC superfamilv. da Traducdo
. - - Ligacdo ao
700 | Putative transposase BC | AOAOH3KIH5 - 27 Indefinido Indefinido In./Ex.
DNA/RNA
701 Putative two-component AB Q6F747 ) 24 Regulagdo/Pro Indefinido Ligagao ao In.JEx.
response regulator cessamento DNA/RNA
702 | Putative very-long-chain | )5 Q6FEY1 - 69 |Geraniol degradation Metal?ollsmo Indefinido Ligase In./EX.
acvl-CoA svnthetase de Acidos
703 Putcatlve Zn-dependent CcT QOKCT3 1.6.5.5 35 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/in./Ex.
Oxidorredutase
704 Put_rescmt_a—blndmg BC | AOAOH3KF61 - 40 |ABCtransporters Proc. delnfo. Membfana Transporte | In./Ex.
periplasmic protein Ambiental plasmdtica
705 Pyridine nucleotide AB Q6F836 1.6.1.2 40 N/cotmal.‘e and nicot Metfab. C.ofat. Indefinido Oxidorredutase In.JEx.
transhydrogenase 7111 Metabolic pathways| e Vitaminas : Translocase
706 | Pyrimidine operon BC |AoAOH3KHB8| 2429 | 18 [Ryimidine metabolisf Metabolismo |\ yeciniqo | Transferase |in./ex.
attenuation protein / Metabolic pathways de
Pyrimidine/purine ;2;? ﬁur.m?drf)etabo//sbm/. Metabolismo
707 | nucleoside AB Q6FF51 — 12 yrmi m.e metabolis de Indefinido Transferase |In./Ex.
hosohorvl Metabolic pathways Nucleotid
phosphorylase Bios. second. metabd ¢ cO 005
Arginine and proline
Pyrroline-5-carboxylate j Metab. de
708 | y 48 | aeFss1 1512 | 29 [Metabolicpathways] Metab. Citoplasma |Oxidorredutase | in./Ex.
reductase Bios. second. metabo Aminoacidos
Biosynthesis of amin
709 | Pyruvate dehydrogenase |BC | AOAOH3KSS9 - 61 Indefinido Indefinido Indefinido | /n./Ex.
CcT Q59097 100 |Glycolysis /Gluconeqg
CT QOKAV1 99 |Citrate cycle (TCA cyc
j Glicolise
Pyruvate dehydrogenase BC_1ADAOH3KKQA 101 Pyruvate'metabollsm . A/ . . .
710 AB Q6F712 1.24.1 102 |Metabolic pathways | Gliconeogénes | Mitocondria | Oxidorredutase| In./Ex.
E1l component -
Bios. second. metabog e
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
711 | pyryvate dehydrogenase |BC | AOAOH3KJY7 1.24.1 35 Glicolise / | Mitocondria | Oxidorredutase | EX.
712 | pyruvate dehydrogenase |BC | AOAOH3KF52 1241 36 Glicolise/ | Mitocondria | Oxidorredutase | In./Ex.
Glycolysis /Gluconeo
Citrate cycle (TCA cyc
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Pyruvate dehydrogenase Pyruvate metabolism)  Glicolise /
713 BC | AOAOH3KFB8 | 2.3.1.12 39 |Metabolic pathways | Gliconeogénes | Mitocondria| Transferase |In./Ex.
E2 component -
Bios. second. metabag e
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Glycolysis /Gluconeq
Purine metabolism
;;/ruvgtimeta:ollsm Glicolise /
714 | Pyruvate kinase BC | AOAOH3KH27| 2.7.1.40 51 .eta olic pathways Gliconeogénes | Indefinido Transferase |In./Ex.
Bios. second. metabo
Mic.metab. in diverse €
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
715 | NAD-dependent protein | CT Q0JY52 2.3.1.286 | 31 Indefinido Citoplasma | Transferase |Ex.
716 | Methyltransf 21 domain-|CT QOK7P3 - 44 Indefinido Indefinido Indefinido Ex.
Pyruvate metabolism
Putative bifunctional 1 Metab. de
717 : AB | QeFA39 | 11.140 | g2 |Metabolic pathways Indefinido | Oxidorredutase| In.
protein (MaeB) Mic.metab. in diverse Carbo.
Carbon metabolism
718 | ATP-dependent helicase | AB Q6FAK3 3.6.1.15 148 Indefinido Indefinido Hidrolase | /n./Ex.
719 | putative ferric AB Q6FAM2 - 80 Indefinido Membrana Transporte | In./EX.
Xylene degradation
Toluene degradation| Degradagdo de
Benzaldehyde i Acidos graxos
720 4 AB Q6FCB6 1.2.1.28 55 Ammobe.nzoate degr & Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
dehydrogenase Il Metabolic pathways e
Mic.metab. in diversel Xenobidticos
Deg. aromatic compd
721 | Quinolinate synthase A  |AB Q6FED7 25.1.72 39 N/cot/nm'fe and nicot) Metab. Cofat. Citoplasma Transferase |In./Ex.
Metabolic pathways| e Vitaminas
722 | Regulatory protein, P-11 2, | AB Q6FFE7 - 12 Regulacdo/Pro | Indefinido Indefinido | /n./Ex.
723 | Repressor of the iscRSUA | AB Q6FCE1 - 16 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
724 | Response regulator AB Q6FFD1 - 23 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao _|/n./Ex.
725 | Response regulator, CT QOK6Q9 - 60 | Two-component syst{ Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | Ex.
726 | Response regulator, NarL- | CT QOKBWS3 - 23 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | /n./Ex.
727 | Response regulator, CcT QOKBM3 - 27 | Two-component syst{ Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | Ex.
728 | Rhodanese domain- AB Q6F803 - 16 Indefinido Membrana Indefinido | /n./Ex.
. L . 2.7.1.26 Riboflavin metabolis
Riboflavin biosynthesis Metab. Cofat.
729 . y AB Q6FGO1 2.7.7.2 38 |Metabolic pathways L Citoplasma | Transferase |In./Ex.
protein - e Vitaminas
Bios. second. metabag
Riboflavin synthase alpha 2519 R/bof/aw'n metabolis Metab. Cofat. .
730 . AB Q6FFE2 24 |Metabolic pathways . Citoplasma | Transferase |In./Ex.
chain - e Vitaminas
Bios. second. metabag
. CcT QOK8K8 112 |RNA degradation Metabolismo . .
731 |Ribonuclease E BC | AOAOH3KI46 | 3.1.26.12 | 114 de RNA Citoplasma Hidrolase In./Ex.
AB Q6FEYO 127
732 |Ribonuclease G BC | AOAOH3KGU2 - 55 Metabolismo | Indefinido Hidrolase | /n./EXx.
733 | Ribonuclease G, AB Q6FDX7 - 56 Metabolismo | Indefinido Hidrolase In./EX.
734 | Ribonuclease PH AB Q6FFX5 2.7.7.56 26 Metabolismo | Indefinido Transferase | In./Ex.
735 | Ribonuclease R BC | AOAOH3KEGS 3.1.13.1 91 |RNA degradation Metabolismo Citoplasma Hidrolase In./Ex.
AB Q6F7U9 93 de RNA
i j Metabolismo
Ribonucleoside- CcT QOK6R1 108 Pur.mgrpetabohsm : N .
736 | BC | AOAOH3KBS4 | 1.17.4.1 110 |Pyrimidine metabolis de Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
diphosphate reductase - ,
AB Q6FE75 105 |Metabolic pathways | Nucleotideos
BC | AOAOH3KNB3 24 |Pentose phosphate p
AB Q6FCI6 24 |Carbon fixation in ph
Ribose-5-phosphate Metabolic pathways Metab. de
737 |, 53.1.6 Bios. second. metabag ) Indefinido Isomerase |In./Ex.
isomerase A - — Carbo.
Mic.metab. in diversé
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
BC |AOAOH3KHGS5 34 |Pentose phosphate p
AB Q6F819 34 |Purine metabolism
Ribose-phosphate Metabol:c pathways Metab. de .
738 h hoki 2.76.1 Bios. second. metabg Carb Citoplasma Transferase |In./Ex.
pyrophosphokinase Mic.metab. in diverse arbo.
Carbon metabolism
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Biosynthesis of amin
739 | Ribosomal protein S12 AB Q6FCH4 2.84.4 50 Metabolismo | Citoplasma | Transferase |/n./Ex.
740 | Ribosomal RNA large AB Q6F8N1 2.1.1.166 | 24 Metabolismo | Citoplasma | Transferase |/n./Ex.
741 | Ribosomal RNA large AB Q6F7X5 2.1.1.166 | 33 Metabolismo | Citoplasma | Transferase |/n./Ex.
742 | Ribosomal RNA large AB Q6FCR7 2.1.1.173 84 Metabolismo | Citoplasma | Transferase |/n./Ex.
743 | Ribosomal RNA small AB Q6FA41 2.1.1.193 27 Metabolismo | Citoplasma | Transferase |/n./Ex.
Ribosome-binding T QOK6GI 39 Metabolismo . .
744 BC | AOAOH3KBM - 39 Indefinido Indefinido | /n./Ex.
ATPase YchF de RNA
AB Q6FAN1 40
745 | Ribosome-binding factor | AB Q6FF39 - 15 Metabolismo | Citoplasma Indefinido | /In./Ex.
746 Ribosome-recycling BC A9AIL7 ) 21 B|os./|\/!etab. Citoplasma Fatcjr de In.JEx.
factor AB Q6FCH2 21 Proteinas Traducdo/Elong
Pentose phosphate p
Pentose and glucuro
Ribulose-phosphate 3- Metabol:c pathways Metab. de .
747 . AB Q6FEA8 5.13.1 25 Bios. second. metabg Citoplasma Isomerase In./Ex.
epimerase - — Carbo.
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
Regulagdo/Pro
RNA polymerase sigma T Qok867 1 gulagdo/ . Ligagdo ao
748 BC | AOAOH3KK14 - 89 cessamento | Citoplasma In./Ex.
factor RpoD . DNA/RNA
AB Q6F8HS5 72 da Transcricdao
749 | RNA polymerase- AB Q6FCX8 - 109 Regulacdo/Pro | Indefinido Hidrolase In./EX.
Regulagao/Pro
RNA polymerase-binding T QOKF75 25 gulacdol/ . Ligagdo ao
750 . BC | AOAOH3KFT8 - 16 cessamento | Citoplasma In./Ex.
transcription factor DksA . DNA/RNA
AB Q6FFB9 20 da Transcricdo
751 | RNA-binding protein Hfq T QOK967 - E] Quorum sens:r?g Regulagdo/Pro Indefinido Ligagdo ao In./Ex.
BC A9AHO1 9 |RNAdegradation cessamento DNA/RNA
752 | RNA-binding protein Hfg BC | AOAOH3KEL1 ) 21 |Quorum senstr?g Regulagdo/Pro Indefinido Ligacao ao In.JEx.
AB Q6F9W2 17 |RNAdegradation cessamento DNA/RNA
753 | RND efflux system outer |BC | AOAOH3KJ81 - 53 Sinalizacdo e | Membrana Transporte | /In./Ex.
RND efflux system outer beta-Lactam resistan| Sinalizagdo e | Membrana
754 BC | AOAOH3KLS6 - 54 - i Transporte |In./Ex.
membrane lipoprotein Quorum sensing Processo plasmatica
755 Rod shape-determining |BC | AOAOH3KJP2 ) 37 Sinalizagdo e |Citoesquelet In./Ex
protein AB Q6FDY1 37 Processo 0 T
756 | Rod shape-determining |CT QOKFF6 - 37 Sinalizac3o e | Citoesquelet In./EX.
757 | Rubredoxin-NAD(+) AB P42454 1.18.1.1 42 |Fatty acid degradatiq Degradacio de| Citoplasma | Oxidorredutase] /n./Ex.
CT QOKF39 42 | Cysteine and methion
S-adenosylmethionine i Metab. de
758 y BC | AOAOH3KJR4 2516 43 Metabol:c pathways . Citoplasma Transferase |In./Ex.
synthase AB Q6FAQ6 42 | Bios. second. metabo Aminodcidos
Biosynthesis of amin
759 | S1 motif domain- AB Q6F7B6 - 88 Indefinido Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
760 | Sarcosine oxidase BC | AOAOH3KBA1 153.1 39 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| Ex.
761 | SCP2 domain-containing | AB Q6F8Q4 - 14 Indefinido Indefinido Indefinido | In./Ex.
Sec translocon accessory QUOI’l'Jm sensing Proc.deInfo. | Membrana
762 o BC | AOAOH3KC33 - 11 |Protein export . L. Transporte Ex.
complex subunit YajC - - Ambiental plasmatica
Bacterial secretion sy
763 Septu.m site-determining sc | AoaoH3KDOS ) 30 Sinalizagdo e |Citoesquelet Indefinido Ex.
protein Processo o)
CT QOK7WO0 45 | Glycine, serine and th
BC |AOAOH3KH43 45 |Cyanoamino acid me
AB Q6FA66 45 | Glyoxylate metabolis
Serine Onehcarbon potc:lf.yf Vetab. d
etab. de
764 | hydroxymethyltransferas 2121 Met ane.meta ofsm . Citoplasma | Transferase |In./Ex.
Metabolic pathways | Aminoacidos
e -
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
Cysteine and methior
Sulfur metabolism
Metabolic pathways .
. - Metabolismo .
765 | Serine O-acetyltransferase| BC | AOAOH3KIM6 | 2.3.1.30 33 |Bios. second. metaba . Citoplasma Transferase |In./Ex.
- — Energético
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
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766 | Serine protein kinase a QOK3C7 - 73 Indefinido Indefinido Transferase |In./Ex.
BC | AOAOH3KF64 73
767 | Serine--tRNA ligase AB Q6F8G5 6.1.1.11 47 |Aminoacyl-tRNA bios|Biossintese de | Citoplasma Ligase In./EX.
768 | Serine-glyoxylate BC | AOAOH3KT02 | 2.6.1.45 41 Indefinido Indefinido Transferase | In./EX.
769 | Short chain CcT QOKBF8 1.1.1.69 27 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| Ex.
770 | Short-chain alcohol CcT QOK3B4 - 27 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| /n./Ex.
771 | Short-chain alcohol CcT QOKE21 - 26 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| /n./Ex.
772 | Short-chain CcT QOK3EOQ - 32 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| /n./Ex.
773 | Sigma54-dependent DNA-| BC | AOAOH3KZE6 - 50 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
774 | Signal peptidase | AB Q6F9CO 3.4.21.89 | 32 |Protein export Peptidases e | Membrana Hidrolase _|In./Ex.
j Sinalizagdo e
Signal recognition particle €T QoKeQ> 50 QuorL.lm sensing ¢ .
775 tei BC | AOAOH3KGM 3.6.54 49 |Protein export Processo Citoplasma Transporte |/n./Ex.
protein AB Q6FDWS8 51 |Bacterial secretion sy Celular
. -, . Quorum sensing Sinalizagdo e
Signal recognition particle Membrana
776 & g P AB Q6FA31 - 40 |Protein export Processo L. Receptor In./Ex.
receptor FtsY - - plasmatica
Bacterial secretion sy Celular
777 | Signal transduction BC | ADAOH3KEIS - 27 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdio ao | In./Ex.
778 | Signal transduction BC | ADAOH3KIPS - 26 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
- icati Recombinagdo
Single-stranded DNA- BC_| AOAQH3KHE/ 19 DA,IA rep/lcat/on' ¢ . Ligagdo ao
79 . AB Q6F764 21 |Mismatch repair e Reparo de | Indefinido In./Ex.
binding protein DNA/RNA
Homologous recomb DNA
780 Sr_nall rlbc.)somal subunit AB Q6F804 313100 39 Th/amme'metabo//srr Metabolismo Citoplasma Hidrolase In./JEx.
biogenesis GTPase RsgA Metabolic pathways de RNA
781 Soluble.pyrldlne AB Q6FA50 16.1.1 53 N/cotmal.‘e and nicot MEt?b' C.ofat. Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
nucleotide Metabolic pathways | e Vitaminas
782 | Spermidine/putrescine BC | AOAOH3KQ21 - 38 |Quorumsensing Sinalizacdo e | Indefinido Transporte | Ex.
783 | Stress-induced protein CcT QO0KD24 - 35 Indefinido Indefinido Indefinido | /In./Ex.
784 Strlngent starvatlo.n BC | AOAOH3KI15 ) 24 Sinalizagdo e Indefinido Transporte In.JEx.
protein A (GlutathioneS- [CT QOK6AS8 24 Processo
CT QOK8F9 13.5.1 65 |Citrate cycle (TCA cyc
BC |AOAOH3KQ35 1354 65 |Oxidative phosphory
Succinate dehydrogenase AB Q6F8K9 70 Butanoa'te metabolis Ciclo do Acido | Membrana .
785 . i Metabolic pathways | _ . o L Oxidorredutase| In./Ex.
flavoprotein subunit - Tricarboxilico | plasmatica
Bios. second. metabog
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
CT QOK8GO 1.3.5.1 27 |Citrate cycle (TCA cyc
BC | AOAOH3KV32 1354 27 |Oxidative phosphory
Succinate dehydrogenase AB Q6F8LO 27 Butanoa'te metabolis Ciclo do Acido | Membrana .
786 | . Metabolic pathways ] o L Oxidorredutase| In./Ex.
iron-sulfur subunit - Tricarboxilico | plasmatica
Bios. second. metabog
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Citrate cycle (TCA cyc
Oxidative phosphory
Succinate dehydrogenase, j p
ycrog Butanoa'te metabolis Ciclo do Acido | Membrana .
787 | cytochrome b556 AB Q6F8K7 - 14 |Metabolic pathways . o L. Indefinido In./Ex.
. - Tricarboxilico | plasmatica
subunit Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
CT QOKE74 31 |Citrate cycle (TCA cyc
BC |AOAQH3KH54 31 |Propanoate metabol
Succinate--CoA ligase AB Q6F8L5 31 |C5-Branched dibasic| .. -
. . - Ciclo do Acido . .
788 | [ADP-forming] subunit 6.2.1.5 Metabolic pathways | _ . o Indefinido Ligase In./Ex.
- Tricarboxilico
alpha Bios. second. metabg
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
CT QOKE75 41 |Citrate cycle (TCA cyc
BC AQAFT3 41 |Propanoate metabol
Succinate--CoA ligase AB Q6F8L4 41 |C5-Branched dibasic| .. ‘.
. . - Ciclo do Acido . .
789 | [ADP-forming] subunit 6.2.1.5 Metabolic pathways ] o Indefinido Ligase In./Ex.
- Tricarboxilico
beta Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Alanine, aspartate ar
Lysine degradation
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Succinate-semialdehyde Tyrosine metabolism Metab. de
790 CcT Q0K100 1.2.1.16 52 |Butanoate metabolis ) Indefinido |Oxidorredutase|in./Ex.
dehydrogenase (NADP+) — - Carbo.
Nicotinate and nicot
Metabolic pathways
Mic.metab. in diverse
Alanine, aspartate ar
Lysine degradation
. . Tyrosine metabolism
Succinate-semialdehyde Metab. de
791 Y CcT Q0JzI5 1.2.1.16 52 |Butanoate metabolis Indefinido |Oxidorredutase| Ex.
dehydrogenase (NADP+) — - Carbo.
Nicotinate and nicot
Metabolic pathways
Mic.metab. in diverse
Succinyl-CoA:3-ketoacid- .\S/yr;ti;eﬂs/deg, }kel;og‘ Metab. de
792 | coenzyme A transferase |CT QOKCO00 2.8.3.5 25 ar, ‘euc. and 150k ,E ) Indefinido Transferase |In./Ex.
bunit A Butanoate metabolis| Carbo.
subuni Metabolic pathways
Succinyl-CoA:3-ketoacid- .\S/yr;ti;eys/deg. .ket;ogf Metab. de
793 | coenzyme A transferase |CT QOKBZ9 2.8.3.5 22 ar, ‘euc. ang 150k ,E ) Indefinido Transferase Ex.
bunit B Butanoate metabolis| Carbo.
subuni Metabolic pathways
CT QOK7FO 47 |Purine metabolism
BC | AOAOH3KLGS 47 |Monobactam biosyn
Sulfat
ulfate AB Q6FD99 59 Selenocompourjd me| \etabolismo N
794 | adenylyltransferase 2774 Sulfur metabolism L. Indefinido Transferase |In./Ex.
. - Energético
subunit 1 Metabolic pathways
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
Purine metabolism
Monobactam biosyn
Sulfate Selenocompound me .
- Metabolismo .
795 |adenylyltransferase AB Q6FDAO 2774 35 |Sulfur metabolism L. Indefinido Transferase |In./Ex.
. - Energético
subunit 2 Metabolic pathways
Bios. second. metabag
Mic.metab. in diverse
796 | Sulfate-transporting BC | AOAOH3KGl4 7.3.23 62 Reg./Proces. | Indefinido Hidrolase In./EX.
1.8.1.2 Sulfur metabolism .
. - Metabolismo . .
797 | Sulfite reductase AB Q6F8C4 62 |Metabolic pathways . Indefinido |Oxidorredutase|/in./Ex.
- —— Energético
Mic.metab. in diverse
798 | Sulfonate/nitrate/taurine | BC | AOAOH3KS65 - 50 Sinalizacdo e | Indefinido Transporte | In./EX.
799 | Sulfurtransferase BC | AOAOH3KKLS [ 2.8.1.1 31 Metabolismo | Indefinido Transferase | In./EX.
800 | Sun protein BC | AOAOH3KGTS | 2.1.1.176 | 46 Metabolismo | Indefinido Transferase _|In./Ex.
CT QOKE13 22
801 | Superoxide dismutase BC |AOAOH3KH36| 1.15.1.1 21 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
AB Q6FCJ6 23
802 | Tellurium resistance AB Q6FAY2 - 20 Indefinido Indefinido Indefinido | /n./Ex.
803 | TetR family BC | AOAOH3KG76 - 29 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | /n./Ex.
804 | TetR family BC [AOAOH3KGW3 - 24 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
805 | TetR family BC | AOAOH3KRA1 - 23 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
806 | TetR family BC | AOAOH3KIL9 - 23 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
807 | Thiol peroxidase BC |AOAOH3KGN4| 1.11.1.24 | 17 Indefinido Indefinido | Oxidorredutase| /n./Ex.
808 | Thioredoxin T QOK932 - 12 Blos./Metab. Indefinido Chaperona |In./Ex.
BC | AOAOH3KJX6 12 Proteinas
809 | Thioredoxin reductase BC_| AOAOH3KDOO 1.8.1.9 34 |Selenocompound me M.etafJ.Ade Citoplasma |Oxidorredutase|in./Ex.
AB Q6FDSO 34 Aminoacidos
Glycine, serine and th
Vitamin B6 metaboli
j Metab. de
810 | Threonine synthase a8 | QsFFCo 4231 | ao |Metabolic pathways| Metab. Indefinido Liase In.JEx.
Bios. second. metabo Aminoacidos
Mic.metab. in diverse
Biosynthesis of amin
811 | Threonine--tRNA ligase BC ASABFS 6.1.1.3 72 |Aminoacyl-tRNA bios B|oss.|ntes<.ede Citoplasma Ligase In./Ex.
AB Q6F860 73 Aminoacil-
Pyrimidine metabolis de
812 | Thymidylate synthase AB Q6FER7 2.1.1.45 32 |Onecarbon pool by fi , Citoplasma | Transferase |In./Ex.
- Nucleotideos
Metabolic pathways
813 | Tim44 domain-containing | AB Q6F945 - 36 Indefinido Membrana Indefinido | /n./Ex.
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814 | TIdD protein BC | AOAOH3KKU2 - 51 Peptidases e | Indefinido Indefinido | /n./Ex.
185 [To|-Pal system protein BC A9AFQO - 46 Sinalizacdo e | Membrana Transporte | In./Ex.
816 | Tol-Pal system protein BC | AOAOH3KLO3 - 25 Sinalizacdo e | Membrana Transporte | In./Ex.
817 | Toluene tolerance efflux | AB Q6F7P0 - 24 |ABCtransporters Proc.delInfo. | Membrana Transporte | In./Ex.
CT Q0K979 35 |Pentose phosphate p
BC A9ALI8 35 |Metabolic pathways
i Metab. d
818 | Transaldolase AB Q6FAV8 2211 36 BK,JS' seconq. mf:taba etab. de Citoplasma Transferase |In./Ex.
Mic.metab. in diverse Carbo.
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
819 | Transcription accessory |BC | AOAOH3KJUS - 85 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
820 | Transcription AB Q6F6V2 - 17 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
821 | Transcription elongation | AB Q6F8MS5 - 18 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
i Regulagdo/Pro
Transcription termination T Qok931 46 |RNA degradation gulagdo/ . Ligagdo ao
822 BC | AOAQH3KFL5 - 47 cessamento | Indefinido In./Ex.
factor Rho . DNA/RNA
AB Q6F876 48 da Transcricdao
Transcription cT QOK9BS8 55 Regulagdo/Pro Ligac30 20
823 | termination/antiterminati | BC | AOAOH3KET8 - 55 cessamento | Citoplasma Dil/?\/RNA In./Ex.
on protein NusA AB Q6FF41 55 da Transcricdo
Transcription CcT QOK601 22 Regulagdo/Pro
824 | termination/antiterminati | BC | AOAOH3KIKS - 21 cessamento | Indefinido Indefinido In./Ex.
on protein NusG AB Q6FF95 20 da Transcricdao
825 | Transcriptional accessory |CT QOKBQ7 - 85 Indefinido Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
826 | Transcriptional regulator |CT QOK224 - 21 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | Ex.
827 | Transcriptional regulator | AB Q6FEGO 3.1.1.61 27 | Two-component syst{Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
828 | Transcriptional regulator, |CT Q0JZU3 - 26 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao _|/n./Ex.
829 | Transcriptional regulator, |CT QOKBU6 - 30 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | /n./Ex.
830 | Transcriptional regulator, |CT QOK702 - 37 | Two-component syst{ Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | Ex.
831 | Transcriptional repressor | AB Q6FFES - 19 Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdio ao | In./Ex.
BC | AOAOH3KC72 74 |Pentose phosphate p
AB Q6FAQ7 72 | Carbon fixation in ph
Metabol:c pathways Metab. de N
832 | Transketolase 2211 Bios. second. metabg Indefinido Transferase |In./Ex.
- — Carbo.
Mic.metab. in diversé
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
833 | Translation initiation AB Q6FEV4 - 9 Bios./Metab. | Citoplasma Ligacdo ao | In./Ex.
Fator de
Translation initiation T QOK9B9 104 Bios./Metab. ) -
834 BC A9ABD5 - 104 , Citoplasma |Traduc¢do/Elong|In./Ex.
factor IF-2 Proteinas .
AB Q6FF40 98 acao
835 | Translation initiation AB Q6F861 - 21 Bios./Metab. | Citoplasma Fator de In./EX.
836 | TRAP-type transporter, CcT QOK5H6 - 42 Indefinido Membrana Transporte | Ex.
837 | Triacylglycerol lipase BC | nomoH3KkKkz3 | 3113 | 38 [Glcerolipid metabolj Metabolismo |\ 4 nigq Hidrolase  |In./Ex.
Metabolic pathways de Acidos
CcT QOKBK5 51 Sinalizagdo e
838 | Trigger factor BC A9AJQ9 5.2.1.8 50 Processo Citoplasma Isomerase In./Ex.
AB Q6FEP9 50 Celular
Glycolysis /Gluconeq
Fructose and manno
Inositol phosphate ni
i Carbon fixation in pH ~ Glicolise /
Triosephosphate - . N .
839 | BC | AOAOH3KGB6| 5.3.1.1 26 |Metabolic pathways | Gliconeogénes | Citoplasma Isomerase In.
isomerase -
Bios. second. metabog e
Mic.metab. in diverse
Carbon metabolism
Biosynthesis of amin
840 | tRNA N6-adenosine AB Q6FCK9 23.1234 | 37 Metabolismo | Citoplasma | Transferase |In.
841 | tRNA-specific 2- AB Q6FCW?2 2.8.1.13 42 |Sulfurrelay system | Metabolismo | Citoplasma | Transferase |/n./Ex.
Glycine, serine and th
Phenylalanine, tyrosi
Tryptophan synthase Z Metab. de
842 yptop . 4 AB Q6FEE6 42.1.20 29 |Metabolic pathways . Indefinido Liase In./Ex.
alpha chain - Aminoacidos
Bios. second. metabag
Biosynthesis of amin
CT QOK8H5 43 | Glycine, serine and th
Tryptophan synthase BC_{AOAOH3KQ>2 43 Pheny/a/gnme, tyrosi Metab. de . .
8as| " AB Q6FEF1 4.2.1.20 44 | Metabolic pathways| , ., . | Indefinido Liase In./Ex.
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veLd ciiait i BIOS, SeCOnd, metabO Alnudeiuus
Biosynthesis of amin
844 | Tryptophanyl-tRNA AB Q6F8L6 6.1.1.2 38 |Aminoacyl-tRNA bios| Biossintese de | Citoplasma ligase In./EX.
Fatty acid degradatic
. . Benzoate degradat/.o Degradacio de
Two domain protein: 3- Butanoate metabolis| Acidos graxos
845 | hydroxyacyl-CoA CcT QOKEGO 1.1.1.35 86 |Metabolic pathways Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
dehydrogenase Mic.metab. in diverse e” )
Carbon metabolism | Xenobidticos
Fatty acid metabolisr]
846 | Two-component AB Q6F7B5 - 29 |Two-component systiRegulacdo/Pro | Indefinido Ligacdio ao | In./Ex.
847 | Two-component system |BC [ AOAOH3KFN4 - 27 |Two-component syst{ Regulacdo/Pro | Indefinido Ligacdo ao | In./Ex.
Cysteine and methior
Tyrosine metabolism
Phenylalanine metab
Tyrosine j il Metab.de
gag | V" cr | aokemr | 26157 | a4 [Bhenylalaning tyrosit  Metab. Indefinido | Transferase |in./Ex.
aminotransferase Novobiocin biosynth{ Aminoacidos
Metabolic pathways
Bios. second. metabag
Biosynthesis of amin
CT QOKED1 46 |Aminoacyl-tRNA bios| Biossintese de
849 | Tyrosine--tRNA ligase BC |AOAOH3KGX1 6.1.1.1 46 Aminoacil- Citoplasma Ligase In./Ex.
AB Q6FG10 45 tRNA
850 Ublqul.nol oxidase AB Q6F9RS 7113 39 Oxtdat/ve.phosphory Metabo{ll.smo Membt”a.na Translocase | In./Ex.
subunit 2 Metabolic pathways | Energético plasmitica
Ubiquinol-cytochrome ¢ Oxidative phosphory .
Metabolismo | Membrana
851 |reductase cytochromecl |BC |AOAOH3KHW7 - 28 [Metabolic pathways L. L Indefinido | In./Ex.
. Energético plasmatica
subunit Two-component syst
Ubiquinone/menaquinon | cT QOKEH6 27 |Ubiquinone and othe
. . - Metab. Cofat. .
852 | e biosynthesis C- AB Q6FF27 2.1.1.163 36 |Metabolic pathways L Indefinido Transferase |In./Ex.
. - e Vitaminas
methyltransferase UbiE Bios. second. metabag
853 |UDP-glucose 4-epimerase| BC | AOAOH3KFE1 5.1.3.2 40 Indefinido Indefinido Isomerase | Ex.
Pentose and glucuro
UDP-glucose 6- Metab. de
854 & 48 | QsFFs9 11122 | ag [Ascorbateand aldar Indefinido | Oxidorredutase | In./Ex.
dehydrogenase Amino sugar and nug Carbo.
Metabolic pathways
UDP-N- BC | AOAOH3KHX9 48 |Amino sugar and nudBiossintese de
855 | acetylglucosamine 1- AB Q6FEDO 25.1.7 45 |Peptidoglycan biosyr| Peptidoglican | Citoplasma | Transferase |In./Ex.
carboxyvinyltransferase Metabolic pathways o
D-Glutamine and D-d Biossintese de
UDP-N-acetylmuramate-- - - . . . .
856 o BC A9AI95 6.3.2.8 49 | Peptidoglycan biosyr| Peptidoglican | Citoplasma ligase In./Ex.
L-alanine ligase -
Metabolic pathways o)
857 | UDP-N-acetylmuramate-- | AB Q6F6M5 6.3.2.45 49 Biossintese de | Citoplasma ligase In./Ex.
858 Methylaconitate T QOKAG2 ) a1 Propanogte metabol|l Metab. de Indefinido lsomerase | In./Ex.
isomerase Metabolic pathways Carbo.
859 | Type Vi secretion system |BC | AOAOH3KBS2 - 50 Sinalizacdo e | Indefinido Sistema de | Ex.
860 | Type VI secretion system |BC | AGAOH3KBG8 - 19 Sinalizacdo e | Indefinido Sistemade | In./Ex.
861 | Type VI secretion system |BC | AOAOH3KGE8 - 55 Sinalizacdo e | Indefinido Sistemade | /n./Ex.
862 | Type VI secretion system |BC | AOAOH3KBS7 - 18 | Bacterial secretion sy| Sinalizacdo e | Indefinido Sistemade | Ex.
863 | Type VI secretion system |BC |AOAOH3KGG4 - 36 Sinalizacdo e | Indefinido Sistemade |/n.
864 | Putative protein secretion | AB Q6FC64 - 80 |ABCtransporters Proc. deInfo. | Indefinido Transporte | Ex.
865 | Type VI secretion system | AB Q6F921 - 56 Sinalizacdo e | Membrana Sistemade | /In./Ex.
866 Methylaconltate AB Q6F912 ) 42 Propanogte metabol|l Metab. de Indefinido Isomerase n
isomerase Metabolic pathways Carbo.
867 | Universal stress protein, |CT QOK9K4 - 16 Indefinido Indefinido Indefinido | Ex.
868 | UPF0229 protein BC | AOAOH3KNG4 - 49 Indefinido Indefinido Indefinido | Ex.
869 | UPF0234 protein AB Q6F7Y7 - 19 Indefinido Indefinido Indefinido In./EX.
870 | UPF0234 protein BC ASAGJ4 - 18 Indefinido Indefinido Indefinido | /n.
871 | UPF0234 protein CcT QOK786 - 18 Indefinido Indefinido Indefinido | Ex.
872 | UPF0246 protein AB Q6FA99 - 30 Indefinido Indefinido Indefinido | In./Ex.
873 Uracil . AB Q6FE58 2429 23 Pyrlmldlr{e metabolis} Metabolismo Indefinido Transferase |In./Ex.
phosphoribosyltransfera Metabolic pathways de
874 | Uridylate kinase €T QOKA18 2.7.4.22 2> Pyrlmldm'e metabolis) Metabolismo Citoplasma | Transferase |In./Ex.
AB_| AOAOH3KPJ5 25 |Metabolic pathways de
Histidine metabolism| Metab. de - .
875 | Urocanate hydratase BC | AOAOH3KGOO| 4.2.1.49 62 - Indefinido Liase In./Ex.
Metabolic pathways| Aminoacidos
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Porphyrin and chlorg
Uroporphyrin-Ill C- 1 Metab. Cofat. Transferase;
g76 | OPOTPIVI BC | AonOH3KL94 | 211107 | 69 [Metabolic pathways | Metab. € Indefinido : Ex.
methyltransferase Bios. second. metabo| e Vitaminas Liase
Mic.metab. in diverse
877 | Usp domain-containing | AB Q6FC59 - 31 Indefinido Indefinido Indefinido | /n./Ex.
878 | UspA family universal BC | AOAOH3KLI9 - 16 Indefinido Indefinido Indefinido | /n./Ex.
879 | UspA family universal BC | AOAOH3KLJ3 - 33 Indefinido Indefinido Indefinido | /n./Ex.
880 | UspA family universal BC | AOAOH3KJ67 - 17 Indefinido Indefinido Indefinido | Ex.
Pentose and glucuro
UTP--glucose-1- ga/ai)tosedmetabolis Metab. de
881 | phosphate CcT Q0K840 2.7.7.9 33 tar"c and sucrosem ) Indefinido Transferase Ex.
dvivit ¢ Amino sugar and nug Carbo.
uridylyltransierase Metabolic pathways
Bios. second. metabag
882 | UvrABC system protein A |AB Q6F758 - 107 | Nucleotide excision rd Resp. Estresse | Citoplasma Ligacdo ao | In./Ex.
883 |UvrABC system protein B cr QOKCH3 - 79 | Nucleotide excision r¢ Resp. Estresse | Citoplasma Ligagao ao In./Ex.
AB Q6F9D2 78 DNA/RNA
884 | Valine--tRNA ligase BC | AOAOH3KE8 6.1.1.9 107 Afnmoacy/-?RNA Blossllntes§de Citoplasma ligase In./Ex.
AB Q6F8FO0 110 [biosynthesis Aminoacil-
Peptidases e
885 | X-Pro aminopeptidase BC | AOAOH3KCAO| 3.4.11.9 51 inpibidores Indefinido Hidrolase In./Ex.
886 | Xenobiotic reductase AB Q6F723 - 39 Indefinido Indefinido |Oxidorredutase|/n./Ex.
Ycel domain-containin
sa7| ' "€ 148 | asFAQs - 21 Indefinido | Indefinido | Indefinido  |In./Ex.
i
Zinc/manganese Sinalizagdo e
888 |transport system ATP- BC | AOAOH3KGYO - 32 Processo Indefinido Transporte | Ex.
binding protein Celular
Zinc/manganese Sinalizagdo e
889 |transport system BC | AOAOH3KH82 - 33 Processo Indefinido Transporte |In./Ex.
substrate-binding protein Celular
890 | 7n-dependent Hidrolase |CT QOKFAS - 40 Indefinido Indefinido Hidrolase | /n./EXx.
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