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RESUMO
Os compostos pertencentes ao grupo caracterizado como BTEX (sigla para designar
Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno) sdo largamente utilizados na inddstria como
matéria prima para diversos produtos como herbicidas, tintas, gasolina, corantes,
borracha, dentre outras substancias, que podem ser praticamente inertes ou
potencialmente poluidoras. A utilizacdo da atividade microbiana, como alternativa aos
tratamentos convencionais de despoluicdo destas substancias, tem sido bastante
estudada como forma de remoc¢do destes compostos, visto que é um processo viavel e
gue muitas vezes deixa pouco ou nenhum residuo secundario. Este trabalho teve como
objetivo analisar a capacidade de biodegradacéo, por meio de curvas de crescimento, do
perfil protebmico e do potencial de formacdo de biofiime de Burkholderia SMF090
submetida ao crescimento em meio minimo BH suplementado com gasolina comercial.
Curvas de crescimento foram feitas em meio BH suplementados com 2000 ppm do
poluente. A andlise protebmica foi feita a partir de crescimentos em meio BH
suplementados com 2000 ppm de gasolina comercial. As proteinas bacterianas do
referido crescimento foram extraidas a fim de realizar a eletroforese bidimensional. Foram
analisadas as proteinas diferencialmente expressas entre tratamento e controle
(crescimento apenas em meio BH), analise da tendéncia de pl e massa molecular das
proteinas obtidas, e identificagdo das mesmas a partir do Expert Protein Analysis System
(Expasy). As curvas de crescimento mostraram que, a medida em que a bactéria é
submetida ao poluente, seu crescimento € mais rapido, sugerindo uma adaptacdo ao
poluente pela célula bacteriana. As proteinas encontradas na analise proteémica séo
principalmente proteinas relacionadas a sintese protéica e ao metabolismo energético
bacteriano. Nos géis bidimensionais foram encontrados também proteinas pertencentes a
via de degradacdo de compostos BTEX, presentes na gasolina. As andlises prévias do
potencial de formacé&o de biofilme demonstraram alta capacidade da célula de formar esta
estrutura, inclusive ndo havendo diferencas na formacdo de biofilme em presenca e
auséncia de gasolina comercial. Os resultados sugerem que Burkholderia SMF 090 tem
alto potencial de bidegradacdo dos compostos BTEX presentes na gasolina, podendo
futuramente ser estudada como possivel alternativa biotecnologica para fins de

biorremediacgao.

Palavras-chave: Burkholderia, Biorremediac&o, Analise protedmica



RESUME

Les composés appartenant au groupe caracterisé comme BTEX (Sigle pour designé
Benzene, Toluene, Ethylbenzene, et xylene) sont largement utilisés dans lindustrie
comme matiére premiére pour divers produits, comme herbicides, peintures, colorants,
caoutchouc, et dans d'autres substances qui peuvent etre pratiquement inertes ou
potenciellement polluantes.L'utilisation de l'activité microbienne comme alternative aux
traitements conventionnels de dépollution de ces substances, a été tres etudié comme
une forme d'enlevement de ses composés, vu que c'est un proces viable et que tres
souvent ne laisse que peu, ou pas, de residu secondair.Ce travail a eu comme objectif
d'analiser la capacité de biodegradation, par le biais de courbes de croissance, du profil
proteomique et du potentiel de formation de biofilm Burkholderia SMF090, soumit a la
croissance en milieu minimum BH complété avec de I'éssence commerciale.Des courbes
de croissance ont été faites en milieu BH completé avec 2000 ppm d'éssence.L'analise
proteomique a été faite a partir de croissances en milieu BH completé avec 2000 ppm
d'éssence commerciale.ll a été realisé une extraction des proteines bacteriennes de la dite
croissance, et electrophorése bidimensionnellee.Ont été analisées les proteines
différentiellement produites entre traitement et contréle (Croissance seulement en milieu
BH), analise de la tendance de pl et masse moleculaire des proteines obtenues, et
identification de celle-ci a partir de la base de données Expasy. Les courbes de croissance
montrent que, au fur et & mesure que la basterie est soumise au polluant, sa croissance
est plus rapide, suggérant une adaptation au polluant par la cellule bactérienne.Les
proteines rencontrées dans l'analise proteomique, sont principalment des proteines
relationnées & la synthése protéique, et au metabolisme énergetique bactérien.Dans les
gels bidimensionnels, ont été rencontrés aussi des proteines appartenant & la voie de
dégradation de composés BTEX, présents dans |'éssence. Les premiéres analises du
potenciel de formation de biofilm, ont montré la haute capacité de la celule & former cette
structure, y compris sans avoir de differences dans la formation du biofilm,entre en
présence et absence d'éssence commerciale. Les résultats suggerent que Burkholderia
SMF 090 a un haut potenciel de biodégradation des composés BTEX presents dans
I'éssence, pouvant dans le futur étre etudi€ comme possible alternative biotecnologique a

des fins bioremédiation.

Mutes clef: Burkholderia, Bioremédiation, Analise proteomique
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2D Eletroforese Bidimensional

BH Meio Bushnell Haas
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D. O. Densidade Optica

IEF Focalizagdo Isoelétrica

IPG Gradiente de pH Imobilizado
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kDa KiloDalton

LMW Marcador de Baixo Peso Molecular

mM miliMolar

NCBI Centro Nacional para Informacéo Biotecnolégica
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Pl Ponto Isoelétrico
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SDS Dodecil sulfato de Sodio
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Sadio
TE Tampao Tris-EDTA
TY Triptona-Yeast
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1. INTRODUCAO

Dentre os compostos organicos conhecidos, os benzenos e os alquibenzenos sao
hidrocarbonetos arométicos constituidos de apenas um anel aromético. Pertencentes a
estes hidrocarbonetos monoaromaticos, existe uma classe peculiar de compostos
denominada BTEX (sigla para designar Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno).

Os compostos pertencentes ao grupo caracterizado como BTEX sao largamente
utilizados na industria como matéria prima para diversos produtos como herbicidas, tintas,
gasolina, corantes, borracha, dentre outras substancias que podem ser praticamente
inertes ou potencialmente poluidoras (TRIGUEIROS, 2008).

Estes compostos sdo conhecidos por serem prejudiciais a saude humana, podendo
causar sérios prejuizos ao sistema nervoso central, sistema respiratorio, gastrointestinal e
reprodutor. Dentre os compostos mencionados, a gasolina € um dos produtos mais
largamente utilizados em nosso cotidiano (SOUSA et al. 2011).

A gasolina € um dos mais conhecidos produtos derivados do petroleo. Esta é
constituida de uma diversidade de substancias, dentre elas os compostos BTEX, o que a
torna um produto potencialmente poluidor.

O Ministério da Saude, por meio de sua portaria n° 518/2004, estipulou
concentragfes minimas, de cada um destes compostos, a serem tolerados em &gua para
consumo direto, a saber: 5ug/L para benzeno, 170ug/L para Tolueno, 200ug/L para
etilbenzeno e 300 ug/L para Xilenos. No entanto, ndo raro surgem casos de contaminacgao
resultante de vazamentos destes compostos em ambientes que podem ou ndo estar em
contato direto com a sociedade (SOUSA et al., 2011).

Com o desenfreado aumento de processos industriais, que resultam em
substancias com alto potencial de degradacdo ambiental ou com sérios riscos a saude
humana (como o referido grupo BTEX), ha esforcos para o desenvolvimento de processos
de descontaminacado e depuracdo de ambientes poluidos, com a finalidade de minimizar
ou mesmo evitar possiveis danos. Dentre estes processos, € sabido que algumas
metodologias sdo bastante conhecidas e utilizadas. Estas metodologias utilizam
procedimentos fisicos, quimicos ou bioldgicos de descontaminacdo. A aplicacdo destes
meétodos de despoluicdo esta relacionada ao seu custo e a sua eficiéncia. Por conta de
seu custo beneficio, os métodos bioldgicos tém sido largamente pesquisados pelo fato de
serem menos onerosos e em geral mais eficientes. Os métodos biolégicos de despoluicao

consistem na utilizagcado de organismos (em geral micro-organismos) que sao capazes de
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crescer e transformar os compostos poluidores em substancias menos reativas. Muitos
destes micro-organismos crescem em ambientes poluidos, transformando as substancias
organicas em compostos inorganicos que causam pouco ou nenhum tipo de dano
ambiental (CAVALCA et al., 2000). A utilizacdo da atividade microbiana como alternativa
aos tratamentos convencionais tem sido bastante estudada como forma de remocéao
destes compostos, visto que é um processo viavel e que muitas vezes deixa pouco ou
nenhum residuo secundéario (RESENDE, 2007).

Alguns fatores sdo considerados importantes para o sucesso do processo de
degradacao utilizando micro-organismos. A concentracdo do poluente no meio € de
extrema relevancia, pois este deve estar em quantidades suficientes a fim de permitir que
0 micro-organismo em questao possa utiliza-lo livremente sem que este possa ser um
fator limitante para o seu crescimento. A presenca de substancias quimicamente
incompativeis com o processo catabolico de depuracao do poluente deve ser levado em
consideracdo, pois outras substancias podem diminuir a velocidade do processo de
biorremediacao ou até mesmo inibi-lo.

Outro fator importante é o grau de toxicidade do poluente, pois este ndo pode
alcancar uma toxicidade que venha a inibir o crescimento bacteriano. O grau de
toxicidade esta diretamente relacionado a sua concentracdo no meio. O que deve ser
observado e conhecido € uma concentracdo limite com a qual se possa trabalhar, de
acordo com o poluente e o organismo utilizado.

A tolerancia do micro-organismo ao poluente € algo que deve ser tracado e
conhecido a fim de ndo sobrecarregar o organismo biorremediador, inibindo assim sua
capacidade de biodegradacédo ou diminuindo esta por conta de altas concentracbes de
poluente. Muitos micro-organismos sdo usados como organismos chaves para alguns
poluentes, pelo fato de serem especificos para certas substancias poluidoras, sendo
capazes de degradar apenas determinadas substancias ou fazé-las mais eficientemente
com apenas alguns compostos. Ou seja, muitos organismos sado degradadores
especificios. O conhecimento desta especificidade é de extrema relevancia para o
sucesso da biorremediacao.

Bactérias do género Pseudomonas, Enterobacter e Burkholderia, dentre outros
géneros estudados, sédo conhecidas por sua versatilidade de biodegradacdo em diferentes
concentracbes de poluentes, de diferentes substéncias poluidoras e em condicbes
ambientais diversas (KAO; WANG, 2000; KHLEIFAT et al., 2010). No entanto, a utilizacao

destes micro-organismos como produto biotecnolégico demanda conhecimento das
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condicBes ideais em que a fisiologia destas bactérias atua, resultando em uma melhor
eficiéncia na degradacéo do poluente de interesse. A depuracdo dos compostos BTEX em
estudos de campo, por exemplo, mostram diferencas significativas na velocidade de
degradacgédo destes compostos ao longo de gradientes diferentes no solo devido a suas
variacbes de oxigénio disponivel, conteuddo de matéria organica, temperatura e
principalmente quantidade e espécies da microbiota da area contaminada (KAO; WANG,
2000). Os parametros a serem utilizados para a escolha do micro-organismo como uma
potencial ferramenta biotecnologica s6 poderdo ser eficientemente definidos ao se
conhecer seguramente como O organismo em questdo se comporta sob condicdes
ambientais variadas, e principalmente sua resposta molecular sob o stress de ser
submetido ao poluente. Como foi acima descrito, estudos que gerem informacdes a
respeito de qualquer interferente do processo de biodegradagdo sdo muito relevantes,
pois dados que elucidem as caracteristicas ecolégicas, microbioldgicas, fisioldgicas e
bioquimicas destes organismos sdo necessarios para tornar possivel o uso desta
microbiota de maneira adequada.

O conhecimento das vias moleculares que participam dos processos de
biorremediacdo € importante por uma série de razdes. Primeiramente porque atualmente
€ sabido que ha genes especificos que participam de certas vias de degradacdo de
determinadas substancias, o que torna possivel a identificacdo de espécies promissoras a
serem utilizadas como ferramenta biotecnolégica. A partir de informacgfes a respeito das
respostas moleculares de um determinado organismo estudado, € possivel determinar
espécies inoculantes com alta capacidade para biodegradacdo e caracteristicas
oportunas de adaptabilidade (RESENDE, 2007). Paralelamente aos testes de
biodegradacéao laboratoriais, atualmente séo realizados técnicas moleculares com objetivo
de reconhecimento do potencial catabdlico microbiano. Dentre estas técnicas, podemos
citar, a analise protedmica.

A protebmica é uma técnica de analise molecular que estuda as proteinas
expressas em uma célula, ou seja, o seu proteoma.

O proteoma é designado como todas as proteinas pertencentes a um determinado
material bioldgico. Este pode sofrer alteracBes em resposta a estimulos externos ou até
mesmo internos ao organismo (PATERSON; AEBERSOLD, 2003).

Dentre as técnicas de biologia molecular atualmente disponiveis, a analise
protedmica vem se mostrando bastante eficiente quando o objetivo é testar a influéncia

gue um determinado tratamento tem em um organismo de interesse. A observagao das
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proteinas expressas de um organismo e sua relacdo com o meio circundante pode revelar
um potencial biotecnoldgico antes desconhecido.

Diversas sdo as bactérias que apresentam um grande conjunto de genes que
participam tanto das vias metabdlicas de biodegradacdo como também da regulacdo
destas vias. Estes genes sdo de extrema importancia inclusive para a capacidade de
adaptacdo destes micro-organismos a diferentes ambientes aerdbios e anaerobios
(BALDWIN et al., 2003; MESARCH et al, 2000).

A evolucao da area da biorremediacao com a utilizagdo de microbiota resultante de
engenharia genética, equipando bactérias solvente-tolerantes com maquinaria catabolica
apropriada para depuracdo de poluentes especificos, é algo que ha muito tempo se
tornou possivel gracas aos avangos no conhecimento a respeito destes organismos e sua
interacdo com os poluentes de interesse (PIEPER; REINEKE, 2000).

Com o avanco das técnicas de biologia molecular e o sucesso na utilizacao destes
micro-organismos, a tendéncia é que novas pesquisas sejam realizadas e novas
informacdes na &rea possam surgir. O uso de bactérias biorremediadoras é bastante
promissor, no entanto a instabilidade ambiental e a incerteza da eficiéncia de alguns
inoculantes sdo fatores que levam a crer que mais estudos devem ser realizados para a

consolidacéo do conhecimento gerado.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacédo: as Proteobactérias e o género Burkholderia

Definida basicamente por analises baseadas em rRNA 16S, as bactérias do grupo
das Proteobacteria sdo gram-negativas, podendo possuir ou néo flagelos. Apesar de,
presumidamente, terem surgido de um mesmo ancestral fotossintético, poucas bactérias
deste grupo realizam fotossintese, sendo seu metabolismo energético essencialmente
guimio-heterotréfico (MASSON-BOIVIN et al., 2009).

O grupo das Proteobactérias é dividido em subgrupos designados por letras
gregas. O grupo conhecido como a-proteobactérias incluem algumas bactérias de
importancia agricola, que podem realizar fixacdo de nitrogénio em simbiose com plantas,
serem fitopatégenos ou causarem doencas em humanos. Estas bactérias incluem a
maioria das bactérias que podem crescer e se desenvolver com baixos niveis de
nutrientes. Este grupo apresenta importantes exemplos de micro-organismos de interesse

agricola e ambiental como as espécies do género Rhizobium, que infectam raizes de
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leguminosas e conseguem aproveitar o nitrogénio atmosférico diretamente do ar fixando-o
no solo, bactérias do género Agrobacterium que sao importantes patdogenos de plantas de
interesse para a biotecnologia e as conhecidas espécies que participam ativamente do
ciclo do nitrogénio: espécies do género Nitrobacter e Nitrossomonas.O grupo das [3-
proteobactérias € um grupo composto por micro-organismos que com frequéncia usam
substancias nutrientes que se difundem das areas de decomposicdo anaerObica de
matéria organica, como gas hidrogénio, amonia e metano. Uma quantidade consideravel
de bactérias patogénicas é encontrada neste grupo como Neisseria meningitidis, agente
causador da meningite meningocdcica, Bortedella pertussis, bactéria que causa a
coqueluche e espécies do género Burkholderia, este género sendo considerado inclusive
um dos mais diversificados.

Outras espécies pertencentes as [p-proteobactérias sdo importantes agentes
ecoldgicos por participarem ativamente de processos fundamentais como os ciclos
biogeoquimicos. Um exemplo é o caso das espécies de Thiobacillus, que oxidam o
enxofre e colaboram ativamente com o ciclo do enxofre por serem capazes de obter
energia por oxidagdo de formas reduzidas de enxofre. y-Proteobactérias € o maior
subgrupo das proteobactérias e possui espécies importantes como as do género
Pseudomonas, muito comuns no solo e em diversos ambientes naturais, Azobacter e
Azomonas, importantes fixadoras de nitrogénio, e micro-organismos do grupo das
Enterobacteriales, grupo de extrema importancia clinica que inclui espécies conhecidas
como Escherichia coli, Salmonela entérica e Enterobacter cloacae.

Importante para o funcionamento do ciclo do enxofre, o grupo das ©o-
Proteobactérias € um grupo distinto por incluirem algumas bactérias que sao predadoras
de outras bactérias. Por fim, e-Proteobactérias é constituido por dois géneros:
Campylobacter e Heliobacter. Como pode ser observado, o clado das Proteobactérias é
bem diversificado (TORTORA et al., 2005).

O grupo de bactérias denominadas como Rizobios sédo bactérias que possuem a
enzima nitrogenase, a qual é responsavel pela fixacdo de nitrogénio por estas bactérias
em simbiose com raizes de determinadas plantas. E um grupo formado por algo em torno
de 12 géneros e mais de 70 espécies atualmente conhecidas. Estas espécies sao
pertencentes aos grupos anteriormente mencionados o- e (- proteobactérias,
denominadas muitas vezes como a- e B-rhizobium (Figura 1). As - proteobactérias sao
0S micro-organismos que mais se tem relato da atividade noduladora em raizes de

leguminosas. De acordo com a literatura, s@o principalmente do género Burkholderia a
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maior atividade de fixacdo de nitrogénio, sendo as espécies deste género dominantes
dentre as espécies que habitam os nodulos das raizes de espécies de Fabaceae.
Especialmente espécies tropicais como as plantas do género Mimosa, encontradas
majoritariamente nas regides de Caatinga e Cerrado (CHEN et. al., 2008). Todos o0s
géneros a-rhizobium pertencem a ordem Rhizobiales, enquanto todos os géneros [3-
rhizobium pertencem a ordem Burkholderiales (MASSON-BOIVIN et al., 2009). O que
estas bactérias tém em comum € a capacidade de conseguir fixar o nitrogénio atmosférico
diretamente do ar, em simbiose com algumas tipos de plantas como as do grupo
Fabaceae. Dentre as espécies mais pesquisadas de Rizébios, estdo as pertencentes a
ordem Burkholderiales (MOULIN et al., 2001).

A ordem Burkholderiales pertence a subclasse das B-proteobactérias, grupo este
constituido pelas familias Burkholderiaceae, Oxalobacteraceae, Alcaligenaceae e
Comamonadaceae, 0s quais sdo em geral organismos de metabolismo aerdbico,
anaerobico facultativo ou quimiotréficos. Dentre os dados de genoma sequenciados até
agora disponiveis nos bancos de dados, esta ordem € a uma das mais estudadas
(SCHONMANN et al., 2009, PEREZ-PANTOJA et al., 2012). Uma breve analise dos
estudos recentemente disponiveis torna perceptivel que a ordem Burkholderiales, dentre
0s grupos estudados de micro-organismos, € a ordem de bactérias que possui um maior
potencial para o catabolismo biodegradador, visto que muitas espécies deste grupo
apresentam uma grande quantidade de genes codificadores de enzimas oxigenases que
participam do catabolismo de compostos aromaticos.

As espécies do género Burkholderia ocupam uma larga amplitude de nichos,
atuando como patégenos de plantas, como degradadoras de compostos aroméaticos, na
ciclagem de nutrientes do solo e até mesmo como patégenos de interesse para a
medicina (COENYE; VANDAMME, 2003). O grupo possui mais de 40 espécies
atualmente conhecidas, as quais tém despertado 0 interesse para pesquisas que
comprovem sua vocacdo biotecnolégica para diversos fins que vao desde o
melhoramento dos aspectos nutricionais do solo até a possivel obtencdo de novas
linhagens que tenham a maquinaria molecular para a degradacdo de compostos
potencialmente poluidores (SCHONMANN et al., 2009). Os organismos deste género tém
sido muito utilizados em pesquisas relacionadas a degradacdo de compostos aromaticos
pelo fato de possuirem diversos genes que atuam no catabolismo destas substancias
(PEREZ-PANTOJA et al., 2012). Entretanto, este género também possui espécies que

com alto potencial patogénico para o homem, sendo algumas espécies ja bem conhecidas
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e estudadas na area da biotecnologia médica. Um grupo de aproximadamente 9
variedades de Burkholderia filogeneticamente muito proximas, que compdem o complexo
de espécies de Burkholderia cepacia (CBc) é constituido por patégenos oportunistas de
pacientes de fibrose cistica imunossuprimidos. CBc é considerado como um dos grupos
de bactérias mais resistentes em ambientes hospitalares, sendo muito comum infec¢céo de
solugBes hospitalares, inclusive anti-sépticos (COENYE et al., 2001). Outras espécies de
Burkholderia tém se manifestado como patdgenos de plantas. Burkholderia cepacia,
Burkholderia gladioli, Burkholderia glumae e Burkholderia plantarii sdo as espécies mais
conhecidas como fitopatégenos (GONZALEZ et. al, 2007).

Figura 1 — Arvore filogenética ndo enraizada baseada em sequéncias de DNAr 16S de a-, B- e y-
proteobactérias. Os géneros em negrito sdo pertencentes ao grupo Rhizobium. As espécies que tiveram seu

genoma completamente sequenciado estdo em paréntese.
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Fonte: Masson-Boivin et al. (2009).

A taxonomia e identificacdo das espécies do género Burkholderia inicialmente foi
determinado por meio de analises polifasicas (COENYA; VANDAMME, 2003). Os estudos
polifasicos sdo caracterizados por uma unido de métodos diferentes, objetivando
identificagBes mais conclusivas das bactérias estudas. O objetivo destas analises foi gerar
um sistema que refletisse as relagdes evolutivas entre os organismos aproximando a

classificacdo microbiana, ao maximo possivel, da realidade biolégica. Para tanto, o uso da
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homologia DNA-DNA foi associada a uma variedade de caracteristicas ecologicas e
fenotipicas.

Inicialmente, as caracteristicas filogenéticas, fenotipicas e genotipicas poderiam
colaborar com a identificagdo de um determinado organismo nos métodos polifasicos, no
entanto, a hibridizacdo do DNA-DNA sempre foi considerada de fundamental importancia
no processo de delineamento de espécies (VANDAMME, 1996). Mais recentemente as
bactérias pertencentes ao género Burkholderia tém sido classificadas por meio de
analises de genes especificos que teriam um grau de importancia significativo na
classificacdo do grupo como o gene ja amplamente conhecido rRNA 16S, este sendo a
base utilizada para a classificacdo da maioria das espécies de bactérias. Este gene é
importante por ser essencial no metabolismo dos organismos, ja que esté relacionado a
sintese proteica. Desta forma, € muito eficaz para a classificacdo em niveis taxondbmicos
como familia, classe e ordem, ja que ao longo da evolucao este gene sofreu relativamente
poucas mutacBes quando comparado a outros genes com maior heterogeneidade.Os
genes codificadores da regido do rRNA, por serem essenciais para o organismo, evoluem
de maneira mais lenta (BUSO, 2005). Atualmente outra regidao codificadora tem mostrado
sua eficacia na elucidacdo da identificacdo destas bactérias, mas desta vez a nivel de
espécie. O gene rec A, diferentemente do tao utilizado 16S rDNA, é eficiente para mostrar
a proximidade filogenética em um grau taxondmico a nivel de espécie, ja que evolui
relativamente de maneira mais rapida (CHAN, 2003). Payne et al. (2005) estudando
genomas sequenciados de varias espécies de bactérias do género Burkholderia,
combinados com uma extensiva colecdo do gene recA do complexo Bcc (Burkholderia
cepacia complex), obtiveram sucesso em elucidar um pouco mais a indentificacdo das
espécies de Burkholderia atualmente conhecidas, confirmando Bcc como um grupo de
espécies muito proximas e gerando informacdes a respeito da sistematica de espécies de
Burkholderia com alto interesse para a biotecnologia. Estes autores concluiram que cepas
muito conhecidas por terem um alto potencial biorremediador, estdo proximamente
relacionadas a B. viethamensis, uma das bactérias pertencentes ao grupo Bcc. Dados
como estes sdo importantes para prospectar novas espécies que possam ter uma
competéncia metabdlica para a biorremediacdo, a partir da proximidade filogenética com
espécies ja largamente utilizadas para este fim. Filogeneticamente, o grupo taxondémico
Burkholderia estd bem consolidado (Figura 2.) (COENYA; VANDAMME, 2003).
Atualmente novas espécies de Bukholderia tém sido mencionadas na literatura, o que

aumenta o leque de possibilidades para esta area da biorremediag&o, pois até o presente
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momento, praticamente todas as espécies deste género que se tem conhecimento, em
maior ou em menor grau, possuem em sua carga geneética sequéncias responsaveis pela
degradacéo de algum tipo de composto considerado poluente (VAN HAMME et al., 2003,
HOWIESON et al., 2013).

Apesar de possuir muitas vias moleculares conhecidas e estudadas, a auséncia de
uma identificacdo precisa e confiavel de muitas cepas com potencial biotecnolégico tem
dificultado o avanco das pesquisas. Porém, alguns avancos no sequenciamento do
genoma de algumas bactérias deste género, ou mesmo projetos com perspectivas de
resultados para um futuro préximo, ja sinalizam para a obtencdo de resultados que
permitirdo outras possibilidades de conhecimento da diversidade funcional e evolutiva e
como 0s mecanismos moleculares ja conhecidos se relacionam entre diferentes espécies
(RESENDE, 2007; TRIGUEIROS, 2008) .

As espécies do género Burkholderia sdo naturalmente muito abundantes no
ambiente e sua resiliéncia genbmica torna estas bactérias facilmente adaptaveis a
diferentes nichos ambientais. Algumas destes micro-organismos, por exemplo, podem ser
usados como biofertilizantes. O uso de Burkholderia como eficientes promotores de
aumento de biomassa vegetal é devido basicamente a dois fatores: 1) Estas bactérias,
guando inoculadas nas raizes de algumas plantas, protegem os vegetais de outros micro-
organismos oportunistas que possam vir a ser fitopatégenos e 2) Estas bactérias podem
aumentar a disponibilidade de alguns nutrientes como nitrogénio, fésforo e ferro.
(COMPANT et al., 2008).

A conhecida flexibilidade metabdlica do género Burkholderia demonstra varias
possibilidades da utilizagcdo destes micro-organismos como produto biotecnolégico.
Bactérias como Burkholderia ambifaria sdo reconhecidamente eficientes para fins de
controle biolégico em certos cultivares e algumas espécies pertencentes a Bcc ajudam na
obtencdo de aumentos significativos na produtividade de culturas como o arroz e milho,
ao serem utilizadas como antagonistas de fungos fitopatogénicos que habitam a rizosfera
destas plantas (COENYA; VANDAMME, 2003). No entanto, € o seu potencial
biorremediador que mais tem despertado o interesse de muitos microbiologistas e
biélogos moleculares. Este grupo tem se mostrado promissor pela sua diversidade de

espécies e gendmica e por sua resisténcia a ambientes quimicamente estressantes.



Figura 2 — Arvore filogenética com a classificacdo das espécies de Burkholderia mais representativas

baseadas em 16S rDNA.
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2.2 Sobre a utilizac&o de bactérias em processos de despoluicéo.

Biodegradacao pode ser definido como a capacidade que um organismo possui de
guebrar um composto organico em seus componentes inorganicos. Diversas sao as
espécies de micro-organismos estudadas com a finalidade de se obter cepas eficientes na
transformacdo de compostos poluentes em substancias pouco reativas e inofensivas ao
meio ambiente. Espécies do género Pseudomonas, por exemplo, sdo bastante
conhecidas por sua capacidade em biodegradar compostos aromaticos, inclusive sendo
este género usado até hoje como modelo para estudos de biorremediacéo pelo fato de ja
se conhecer uma grande quantidade de informacfes a respeito do seu metabolismo
guando submetidas ao crescimento em meio a compostos aromaticos. Além das espécies
deste género, diversas outras ja tém sido extensivamente estudadas e utilizadas
individualmente e em consércio com espécies diferentes (DIAZ et al., 2001, JIMENEZ et
al., 2002, PEREZ-PANTOJA, 2012). Os consoércios tém sido considerados uma alternativa
eficiente, pois diversas sdo as espécies de bactérias capazes de degradar um Unico
composto, resultando em compostos intermediarios que ainda sao toxicos. Estes
intermediarios sdo metabolizados por outras espécies. A associacdo de diferentes tipos de
bactérias em um consorcio visa aumentar a eficacia da biorremediacdo, jA que muitos
micro-organismos ndo possuem todo o aparato enzimético para metabolizar
completamente uma determinada substancia toxica. Os consorcios bacterianos tém sido
uma ferramenta muito Util na despoluicdo de ambientes degradados. A Tabela 2 mostra
exemplos de bactérias que tém aparato molecular para degradacdo de algum dos
compostos BTEX, em cultura pura. Algumas destas bactérias inclusive tém potencial de
degradar mais de um composto (RESENDE, 2007).

Intuitivamente, é possivel inferir que, em solos contaminados por determinado tipo
de poluente, os micro-organismos encontrados nestas areas possuem a resiliéncia
necessaria para suportar o composto toxico presente em seu ambiente, ou mesmo tém a
capacidade de metaboliza-lo. Cavalca et al.(2000), em seus experimentos, encontrou
quinze linhagens de bactérias do género Pseudomonas e Alcaligenes. ApGs obtencédo
das cepas, o DNA destas bactérias foi devidamente extraido e submetido a amplificacao
por PCR convencional. O resultado obtido pelos autores foi a presenca de alguns genes
importantes para a biodegradacdo de compostos BTEX, como 0S genes para as enzimas
tolueno dioxigenase, xileno monooxigenase, e catecol 2,3 dioxigenase. Dentre as

espécies com presengas mais significativas entre as cepas encontradas no estudo,



25

estavam Pseudomonas aureofaciens, P. putida, P. aeruginosae Alcaligenes xylosoxidans.
O crescimento em laboratorio das cepas isolas em presenca dos compostos poluentes
confirmou a capacidade degradadora destas bactérias ja previamente observadas por
meio de dados moleculares.

Em experimentos de analise da capacidade de degradacdo de uma bactéria, os
resultados tém mostrado que o0 sucesso de uma cepa em metabolizar um determinado
poluente esta relacionado ao seu grau de resisténcia a substancia poluidora. Este grau de
resisténcia muitas vezes € aumentado por um processo de adaptacéo prévia da bactéria.
Esta adaptacéo € conseguida submetendo o organismo estudado a uma concentracao do
poluente menor daquelas que realmente se quer testar. Um contato prévio com o poluente
pode tornar as bactérias mais resistentes, e consequentemente mais eficientes na
realizacdo da biodegradacdo. Singh e Celin (2010), estudando cepas provenientes de
solos ricos em hidrocarbonetos e seu potencial de biodegradacdo dos compostos BTEX
isoladamente, encontraram uma alta capacidade de depuracdo destas bactérias,
principalmente do tolueno, chegando despoluir 100% deste poluente. No referido estudo,
as bactérias foram previamente adaptadas a concetracées de 1% (v/v) a 10% de tolueno
(overnight) antes do experimento de despoluicdo. O autor mostrou a importancia da

adaptacao das cepas antes de submeté-las a andlise de biorremediacao.

Tabela 1 — Principais grupos de bactérias envolvidos na degradacdo de compostos do grupo BTEX.

Bactéria (linhagem) CondigOes
BENZENO
Dechloromonas spp. Linhagens RCB e JJ Anaerdbias — Nitrato redutoras

Anthrobacter sp. HCB Aerdbbias
Burkholderia pickettiipK 01 Aerdbbias
Planococcus sp. ZD22 Aerdbbias
TOLUENO Aerobias
Pseudomonas putidaF1 Aerdbbias
Burkholderia pickettiipK 01 Aerdbias
Pseudomonas mendocina KR1 Aerdbbias
Pseudomonas stutzeri OX1 Aerobias
Antrobacter sp. HCB Aerobias
Pseudomonas putidamt-2 Aerdbias

Cycloclasticus pugettiPS-1 Aerobias
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ETILBENZENO Aerbbias
Linhagem EbN1 e EBL1 relacionadas ao Anaerdbias - Nitrato redutoras
género Thauera

Proteobactéria marinha, linhagem EbS7 Anaerdbia - Sulfato redutoras
Pseudomonas sp. NBM21 Aerobias
XILENOS
Linhagens oXyS1 relacionadas as espécies Anaerdbia - Sulfato redutoras

Desulfobacterium acetonicum e D. variabilis
Linhagem mXyS1 do grupo Anaerobias - Nitrato redutoras
ProteobacteriaThauera spp. e
Azoarcusspp.

Pseudomonas sp. NBM21

Fonte: (RESENDE, 2007).

2.3Gasolina

Das substancias derivadas do petréleo utilizadas atualmente na industria e no
cotidiano moderno, a gasolina é a mais largamente consumida no Brasil e no
mundo (ANP 2010). Quimicamente, sao os hidrocarbonetos os constituintes da
gasolina comercial. Estes sdo em sua maioria, compostos de cadeias contendo
entre quatro a doze carbonos, podendo ser classificados em alifaticos ou
aromaticos. Exemplos de compostos alifaticos sdo o butano (C4), penteno (C5) e
octeno (C8). Os compostos BTEX encontram-se no grupo dos aromaéticos,
perfazendo quase um quarto da gasolina comercial (MARCHETTI, 2009; SILVA et
al, 2009) (Figura 3).

Figura 3. Percentual de BTEX na gasolina comercial.

OUTROS
HIDROCARBONETOS BTEX
82%

18%

Fonte: (MARCHETTI, 2009).



27

Além dos hidrocarbonetos ja mencionados, a gasolina € composta de outros
tipos de substancias como os compostos oxigenados, compostos de enxofre,
compostos de nitrogénio, bem como também os compostos metélicos. No entanto,
todos estes compostos encontram-se em pequenas concentragbes. Com a
finalidade de implementar o desempenho e tornar a gasolina mais estavel, sao
adicionados aditivos e misturas de diversos solventes ao complexo de
hidrocarbonetos. Ao final do processo produtivo, a gasolina transforma-se em uma
substéancia contendo mais de 150 compostos (HARPER; LICCIONE, 1995).

Atualmente sdo produzidos diversos tipos de gasolina, sendo utilizada
tecnologia propria para fabricar as diversas fracdes de petréleo que formam esse
combustivel e misturd-las entre si e com os aditivos, através de formulacfes
convenientemente definidas para atender aos requisitos de qualidade do produto.

Pela grande variedade de substancias presentes na gasolina comercial,
ressalta-se a importancia de se conhecer o comportamento de organismos
biorremediadores quando em contato direto com este produto. E de grande
relevancia se analisar também a forma como potencialmente o poluente ir4 chegar

como substrato ao micro-organismo utilizado.

2.4 Vias de degradacao dos compostos BTEX

Certas vias moleculares da degrada¢cao dos compostos BTEX séao atualmente bem
elucidadas. O ataque ao anel aromatico para a subsequente formacdo de compostos
secundarios é comum a todos estes compostos. A diferenca nos compostos secundarios
formados e nas vias metabdlicas acessadas depende muito da enzima que inicialmente
estara atuando no inicio da biodegradacédo. Consequentemente, dependera do organismo
atuante na transformacao.

Uma das dificuldades em se degradar os compostos aromaticos € exatamente a
presenca do anel aromatico nestes compostos, uma estrutura quimica estavel e de dificil
reacdo (Fig 3). No processo de biodegradacdo destes compostos , uma molécula de
oxigénio é introduzida no anel aromatico pela enzima oxigenase do organismo
degradador, transformando a substancia em um composto intermediario. Este composto

resultante é um dihidroxi-aromatico.
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Figura 4 — Estrutura quimica das moléculas compostos BTEX. A presenca do anel aromatico é uma das
caracteristicas marcantes destes compostos. (a) Benzeno, (b) Tolueno, (c) Etilbenzeno, (d) orto-xileno, (e)

meta-xileno, (f) para-xileno.

(a) (b) (c)

CH; CH,CH;
Benzeno Tolueno Etilbenzeno
(d) () (D
CH; CH; 'H;
CH;
CH;
CH;
orto-xileno meta-xileno para-xileno

Fonte: Resende (2007).
Um dos dihidroxi-aromaticos mais comumente formados nas reacfes de

biodegradacao € o catecol. A partir do catecol, o micro-organismo pode direcionar seu
metabolismo para duas principais vias degradadoras do catecol formado. Estas duas vias
sdo conhecidas como via orto e via meta Fig. 4 e Fig 5.

De acordo com Hendrickx et al. (2006), a via meta se da quando os catecdis
resultantes do processo de biorremediacdo tém a ligacdo entre o atomo de carbono
adjacente ao grupo hidroxila quebrada pela enzima catecol-2,3-dioxigenase. O resultado
desse processo sera a formacdo de um semialdeido 2-hidroximuc6nico. Formando, a
seguir, Piruvato e Acetaldeido. J& na via orto, h4 formacdo de outras moléculas de
interesse energético por meio da quebra do catecol pela enzima catecol-1,2- dioxigenase.
O resultado sera a formacao do intermediario cis-muconato e a consequente formacao de
acetil-CoA e Succinato. Em ambos os casos, temos a formacdo de moléculas que séo
utilizadas no metabolismo energético do organismo em questdo. Todas as moléculas
mencionadas estdo envolvidas no ciclo do Acido Citrico, mostrando a potencialidade
destas vias de serem utilizadas como alternativa para obtencdo de energia pelos
microorganismos que utilizam essas vias ou mesmo serem usadas por estes organismos

para o formacao de outros compostos organicos de interesse.
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Figura 5 — Reacao da quebra do catecol via meta. A reagdo quimica ocorre com o auxilio da enzima catecol-

2,3-dioxigenase, resuLtando na formacéo de Acetaldeido e piruvato.

acetaldeido piruvato

COOH H OOH CH
CL : 3 COOH 0 0
/ OH A 0O CHisCH CH:CCOO-
catecol aldeid
semialdeido 2-oxo-4-pentenoato  4-hidroxi-2-oxavalerante

2-hidroximucénico
Fonte: Resende (2007).

Figura 6 — Reagao da quebra do catecol via orto. A reag@o quimica ocorre com o auxilio da enzima catecol-

1,2-dioxigenase, resuLtando na formacéo de Acetil-CoA e Succinato.

OH acetil-CoA succinato
OH COOH OOH COOH |
CH3 C SCoA HzC—COO
catecol  &cido cis-cis-mucdnico B-cetoadipato B-cetoadipil-CoA

Fonte: Resende (2007).

Algumas bactérias possuem genes especificos que sao induzidos, pela presenca
de compostos BTEX, a expressarem proteinas que sdo usadas nos processos de
biorremediagcdo mencionados. De acordo com BALDWIN et al. (2003), genes da familia
TOD (tolueno dioxigenase) e TOM (tolueno orto-monooxigenase), além de alguns genes
NAH (dinitrotoluenodioxigenase) e BPH4 (bifenildioxigenase), séo fortemente expressos
em micro-organismos submetidos a compostos BTEX. Em especial NAH e BPH4,
presentes em experimentos com gasolina comercial.

Embora individualmente os diferentes compostos BTEX possuam estruturas
guimicas muito similares, atualmente € sabido que a maioria das espécies tem a
capacidade de degradar apenas um Unico tipo de composto. No entanto, algumas
excecOes a este fato ja tem sido relatadas na literatura. Exemplo disto é a espécie
Pseudomonas putida CM23, a qual é capaz de degradar o benzeno, tolueno e m-xileno,
por meio de duas vias metabdlicas de degradacdo (CAVALCA et al., 2000).

O estudo das moléculas expressas e da dinamica do crescimento das bactérias
potencialmente biorremediadoras é de fundamental importancia para a utilizacdo destes

organismos como ferramenta biotecnoldgica de despoluicéo.
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3. OBJETIVOS:

Avaliar o potencial de biodegradacao de Burkholderia SMF090 quando submetida
ao crescimento com gasolina comercial como Unica fonte de carbono, para fins de

descobrir seu potencial biotecnoldgico para a biorremediacao.

Objetivos Especificos:

- Caracterizar os perfis de crescimento do isolado SMF 090 em meio de cultura mineral
(BH) e em BH suplementado com gasolina;

- Obter perfis de géis bidimensionais de bactérias crescidas na presenca e auséncia de
gasolina comercial, ambos em meio BH;

- Identificar as proteinas diferencialmente expressas de bactérias crescidas na presenca
de gasolina;

- Identificar proteinas de vias metabodlicas de degradacdo dos compostos aromaticos da
gasolina,

- Analisar se o potencial de formagéo de biofilme de Burkholderia SMF090 ¢ influenciado

pela presenca de gasolina comercial
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4. MATERIAIS E METODOS

O isolado do género Burkholderia que foi utilizada no presente trabalho e foi
previamente identificada como SMF 090, pertence a colecdo de beta-rizébios do Dr.
Sérgio Miana de Farias (Embrapa Agrobiologia). A referida bactéria foi isolada de raizes
do género Mimosa.

A cepa foi submetida ao crescimento em meio TY (Triptone-Yeast Medium), em
estufa a 28°C (TOLEDO et al., 2009) e com uma velocidade de agitacdo de 250 rpm. A
seguir, foram acondicionadas em tubos eppendorfs com glicerol a 20% e os estoques

foram armazenados a -80°C.

4.1Tolerancia e crescimento de SMF090 em meio Bushnell-Haas em presenca de

gasolina

Dois experimentos foram feitos para analisar a tolerancia de Burkholdeira SMF090 a
gasolina. Primeiramente foi feito um pré-inéculo da referida cepa, a partir dos estoques
armazenados, em 50mL de meio TY em estufa agitadora a 28°C submetidas a uma
agitacdo de 250rpm. Ao alcancar uma densidade 6tica de 1,0 as bactérias foram lavadas
trés vezes com solucao NaCl 0,85%, ressuspendidas em 25 mL da mesma solucéo salina
e submetidas ao crescimento em meio mineral Bushnell-Hass (meio BH) — composigéo 1g
de KH,PO,4, 1g de K;HPO,4, 1g de NH4NO3, 0,2g de MgS0O,4.7H,0, 0,05g de FeCls, 0,029
de CaCl,.2H,0, para 1L de H,O (ATLAS, 1995). O experimento foi realizado em garrafas
com capacidade de 500 mL, contendo 250 mL de meio BH cada um. Em cada garrafa foi
adicionado 1 mL da solucao salina contendo as bactérias. Os seguintes tratamentos foram
testados: tratamento com gasolina comercial a uma concentracdo de 2000 partes por
milhdo (500uL de gasolina em 250 mL de meio BH) e controle negativo (auséncia de
gasolina). A seguir, o crescimento bacteriano foi acompanhado, sendo feita a leitura da
densidade otica a cada 3 horas em espectrofotometro (Gene Quant Healthcare) até os
crescimentos atingirem a fase estacionaria. Cada tratamento foi feito em triplicata.

O segundo experimento consistiu no teste de tolerdncia ao poluente por bactérias
previamente adaptadas a gasolina comercial. Um pré-indculo em 50mL de meio TY, em
estufas a 28°C e submetidas a uma agitacao de 250 rpm, por 24h. O pré-inéculo foi feito
com a adi¢cao de 50 pL de gasolina comercial (1000 partes por milhdo) a fim de adaptar a

cepa ao poluente testado. A analise da proliferacéo celular no meio foi feita por meio de
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espectrofotometro a uma ODggo. Para atestar a pureza da cultura obtida, foi feito teste de
Gram. Ao alcancar uma densidade otica de 1,0 as bactérias foram lavadas trés vezes com
solugdo NaCl 0,85%, ressuspendidas em 25 mL da mesma solucéo salina e submetidas
ao crescimento em meio mineral Bushnell-Hass (meio BH). O experimento foi realizado
em garrafas com capacidade de 500 mL, contendo 250 mL de meio BH cada um. Em
cada garrafa foi adicionado 1 mL da solucéo salina contendo as bactérias adaptadas. Os
seguintes tratamentos foram testados: tratamento com gasolina comercial a uma
concentracéo de 2000 partes por milhdo (500puL de gasolina em 250 mL de meio BH), e
controle negativo (auséncia de gasolina). A seguir, o crescimento bacteriano foi
acompanhado, sendo feita a leitura da densidade Otica a cada 3 horas em
espectrofotometro (Gene Quant Healthcare) até os crescimentos atingirem a fase
estacionaria. Cada tratamento foi feito em triplicata.

Posteriormente, uma segunda curva foi feita a partir de bactérias da primeira curva,
com o dobro da concentracdo de poluente (1 mL de gasolina em 250 mL de meio BH) a
fim de testar uma possivel adaptacdo a maiores concentracdes de gasolina. Neste
experimento os tratamentos foram feitos em triplicata e o crescimento foi acompanhado

por meio da leitura da densidade o6tica a cada 3h até atingirem a fase estacionaria.

4.2 Crescimento de Burkholderia SMF090 submetida a gasolina comercial para
extragdo de proteinas

A partir dos estoques armazenados inicialmente a -20° C de Burkholderia SMF090, foi
feito um pré-in6culo em 200 mL de meio TY, em erlenmeyers de 500mL. Para o pré-
in6culo foi adicionado 1,5 mL de solucdo estoque da bactéria e 200 uL de gasolina
comercial para adaptacdo da cepa ao poluente. O cultivo foi feito em estufa agitadora, a
28°C e a uma velocidade de rotacdo de 250 rpm. Apds 24h de crescimento, as bactérias
foram lavadas em solucdo NaCl a 0,85%, ressuspendida sem 32 mL de solugéo salina. A
partir desta solugéo bacteriana, foram adicionados 4 mL em erlenmeyers de 2 L contendo
1 L de meio BH e 2 mL de gasolina comercial. Os seguintes tratamentos foram feitos para
este experimento: gasolina comercial a uma concentragédo de 2000 partes por milhdo (2
mL de gasolina em 1L de meio BH) e controle negativo (auséncia de gasolina). O
crescimento foi acompanhado fazendo-se leituras diarias em espectrofotometro calibrado
a uma ODgno. A0 se alcancar a densidade otica da fase estacionéaria, o crescimento foi

interrompido, centrifugadas a 5000g por 30 minutos e armazenadas a -20°C.
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4.3Extracao de proteinas intracelulares

A partir do crescimento estocado a -20°C,foi feita a extracdo de proteinas
intracelulares das bactérias. O procedimento de extracao foi feito segundo Riedel et al.
(2006). O precipitado bacteriano foi lavado 2 vezes com 10 mL de Tris/HCI 50mM pH 7,5 .
ApoOs as lavagens foi adicionado 10 mL de Tris/HCI 50mM pH 7,5 acrescido de 40 uL do
Inibidor de Protease Mix (GE Healtcare™). As células foram lisadas por sonicacdo (10
pulsos de 20 segundos com intervalos de 1 minuto entre cada pulso — com 20% de
amplitude). Apos serem sonicadas, as células foram centrifugadas a 12000 g por 1 hora e
30 minutos a 4 °C. Ao sobrenadante foi adicionado 1 mL de fenol e a mistura foi incubada
a 70 °C por 10 minutos. As amostras foram resfriadas em gelo por 5 minutos e as fases
foram separadas por centrifugacdo a 4000 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado 2 vezes com acetona gelada 100%. Apos as
lavagens, o precipitado repousou em temperatura ambiente para evaporacao da acetona
e foi ressuspenso em uréia 7 M/ tiouréia 2 M. As proteinas totais foram quantificadas pelo

o0 método de Bradford (1976) e a integridade protéica foi analisada por SDS-PAGE.

4.4 Eletroforese Bidimensional

Para a primeira dimensao foram adicionados 130 ug de proteina de cada amostra ao
tampao de reidratacdo [uréia 7 M/ tiouréia 2 M, 1% CHAPS, 1% DTT; 0,5% (v/v) anfolitos
(pH de 3-10) e azul de bromofenol] em um volume final de 125 yL por amostra. As tiras
com gradiente de pH imobilizado (IPG) de 13 cm de comprimento e pH de 3-10 foram
reidratadas, com solucdo contendo as proteinas, em temperatura ambiente por 16 horas.
A sequir foi realizada a Focalizacao Isoelétrica - IEF usando o sistema de focalizacéo
EttanIPGphor Ill (GE-Healthcare) nas seguintes condicfes: etapal (500 V por 30
minutos); etapa 2 (4000 V por 2:30 horas) e etapa 3 (8000 V até atingir 18.000 V horas
totais). As tiras foram armazenadas a -80 °C.

Na segunda dimenséo a tira de IPG foi equilibrada com a solucéo | (Uréia 6 M, Tris 50
mM, Glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol, e DDT) por 15min e em seguida, com a
solucéo de equilibrio 1l (Uréia 6 M, Tris 50 mM, Glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol
e iodoacetamida) por 15min. Posteriormente a tira foi colocada em um gel de

poliacrilamida a 12,5%. A tira foi selada com uma solucdo de agarose (0,5% de agarose e
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0,002% de azuL de bromofenol). O marcador de baixo peso molecular (LMW) foi aplicado
em um poco criado no lado &cido da tira. A segunda dimensdo da eletroforese foi
realizada na unidade de eletroforese vertical Hoefer SE 600 Ruby por aproximadamente 5
horas. Apos a corrida, o gel foi submerso na solugcdo corante contendo Comassie G 250
(BlueSilver) (CANDIANO, 2004) por 24 horas sob agitagéo e armazenados em solucédo de
acido aceético 5%. Para a digitalizacéo dos géis, foi utilizado o equipamento ImageScanner
lIl gerenciado pelo programa LabScan 6.0 (ambos da GE Healthcare). As imagens obtidas
foram analisadas no programa ImageMaster 2D Platinum6.0 (GE Healthcare).

Este procedimento foi feito primeiramente como teste piloto, em uma tira de 13 cm, pH
de 3-10, para se conhecer a amplitude de pH onde as proteinas mais se concentrariam.
Posteriormente os experimentos validos para a identificagdo de proteinas foram feitos em
tiras de 7cm, pH 4-7.

4.5 Bioinformatica

Os géis digitalizados a 300 dpi foram analisados pelo software ImageMaster 2D
Platinum 6.0 (GE Healthcare). Foi feita a deteccdo automatica de spots seguida da
identificacdo dos spots mais significativos (em volume e itensidade) por meio dos valores
de pl/MW de cada spot. A identificacdo foi feita através do banco de dados ExPasy. Os
valores teoricos foram encontrados utilizando a ferramenta Compute pl/MW do ExPASYy.

4.6Analise da formacao de biofilme

4.6.1 Crescimento bacteriano

A partir dos estoques de SMF 090, 300uL de estoque bacteriano foram adicionados
a 10mL de meio TY e encubados em estufa agitadora a 28°C, a uma agitacado de 250rpm
por 24h. ApGs esse periodo, uma aliquota de 300uL foram retirados deste crescimento,
inoculado em 10 ml de meio TY e mantido a 28°C sob agitacdo constante, de 250 rpm,
pelo periodo necesséario para que o crescimento chegasse na fase exponencial, nesse
caso aproximadamente 12h.

Com o crescimento nessa fase, as células foram lavadas com solugéo 0,85% NacCl
por trés vezes. As células foram ressuspensas em meio TY numa concentracdo de 10

8/mL. Para a analise do crescimento do biofilme, foi usada uma placa para leitor de Elisa
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de 96 pocos, onde foram dispostos em colunas meio de cultura suplementado com
gasolina e o controle contendo apenas meio de cultura e células bacterianas. A placa foi

mantida por 24h a 28°C sob constante agitacao de 250 rpm.

4.6.2 Revelacao do biofilme com cristal violeta

O meio de cultura foi retirado dos pocos cuidadosamente a fim de nao prejudicar a
integridade do biofilme. Em seguida, os poc¢os foram lavados com agua destilada e
deixados em repouso para secar em temperatura ambiente. 200 uL de metanol foram
colocados em cada poco e mantidos por 15 minutos. posteriormente o metanol foi
descartado e adicionado 200 pL de cristal violeta por 10 minutos. O cristal violeta foi
retirado dos pocos e estes foram lavados com &agua destilada. Em seguida, 200 uL de
acido acético a 33% foram adicionados e mantidos por 10 minutos. O acido acético foi
transferido para outra placa de 96 pocos e sua absorbancia mensurada em leitor de
ELISA.

4.7 Andlise estatistica

A andlise estatistica para avaliar os resultados da curva de crescimento em meio BH
foi feita por meio do teste t-Studart, com p < 0,05 sendo considerado como
estatisticamente diferente. O referido teste foi feito no Statistica 6.0 e a construcao da
curva foi feita a partir do GraphPad Prisma 3.0.

Andlise estatistica dos géis 2D para atestar a similaridade das repeticdes intra-classe
foi feito por meio de andlise de correlacdo linear, onde o indice satisfatério € uma
correlacao igual ou maior a 0,85.

A analise estatistica dos biofilmes foram feitos pelo teste t-Studart, com p< 0,05 sendo
considerado estatisticamente diferente. O teste foi feito no Statisca 6.0 e a construcao dos
gréaficos de leitura do ELISA foram feitos no GraphPad 3.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1Tolerancia e crescimento de SMF090 em meio Bushnel — Haas em
presenca de gasolina

Nas trés situacdes a qual foi submetida, a bactéria apresentou comportamento bem
diverso. No cultivo sem nenhum tipo de fonte de carbono, a bactéria, apresentou seu platd
numa densidade 6ptica de 0,166. Este resultado demonstra que a bactéria apresenta
crescimento, mesmo que pequeno, em meio minimo. No entanto, ndo houve acumulo de
biomassa, visto que o meio ndo possuia fonte de carbono necessaria para a multiplicacao
mais intensa de suas células. O crescimento observado na bactéria em meio BH pode ser
explicado pela utilizacdo de substancias de reserva. As bactérias do taxon geneérico
Burkholderia sdo conhecidas por armazenarem um tipo de substancia de reserva
chamada polihidroxibutirato (LIMA, 2001).

O polihidroxibutirato (PHB) € um grupo bastante diversificado de polimeros que sao
constantemente acumulados nas células de muitas bactérias, dentre elas as espécies do
género Burkholderia (CASTELLANOS, 2010). Isto sugere que estas bactérias tém uma
fonte alternativa de carbono na falta de carbono no ambiente onde estédo se proliferando.

Mendonca (2009), estudando a capacidade de Burkholderia sachari de produzir o
PHB, encontrou resultados positivos nha sintese de poli-3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxihexanoato a partir de acido hexandico e glicose, inclusive em quantidades
comercialmente utilizaveis. Isto mostra que estas bactérias tém a capacidade de produzir
e acumular tal substancia em quantidade razoavel para suportar algumas horas de
crescimento sem fonte externa de carbono, 0 que explica o crescimento, ainda que
modesto da curva controle (Figura 7).

Mesmo possuindo uma reserva deste polimero, para que a bactéria venha a acessar
esta fonte energética, deduz-se que é necessario um estimulo externo como alguns
fatores que instiguem sua proliferacdo (no nosso caso, temperatura e agitacdo) e a
percepc¢do, por meio das células bacterianas, de que ndo ha outra fonte para a obtencéo
de energia, levando o micro-organismo acessar esta alternativa como fonte energética.
Castellanos (2010), estudou a capacidade desmobilizacdo de poli-3-hidroxibutirato pela
bactéria B. sacchari. O autor encontrou uma diversidade de genes responsaveis pela
mobilizacdo deste polimero, reforcando ainda mais a presenca desta reserva e a

capacidade de espécies de Burkholderia de armazena-lo como alternativa energética.
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Figura 7 — Gréfico da curva de crescimento de Burkholderia SMF090, ndo adaptadas, em meio BH
suplementado com gasolina comercial. (o) Crescimento com glicose a 1M, (e) Crescimento com gasolina
comercial (2000 ppm), . Andlise estatistica feita no Statistica 6 Workbook. Teste t-Studart. (*) Diferencas

estatisticas Gasolina-BH, (+) Diferencas Glicose-Gasolina, onde p<0,05.
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Fonte: autor

A curva de crescimento das bactérias submetidas a gasolina comercial demonstrou um
crescimento ainda menor, apresentando sua fase estacionaria em uma O.D. média de
0,068. Neste crescimento foi perceptivel que a o metabolismo bacteriano respondeu ao
suplemento de gasolina como um fator estressante, e ndo como uma fonte de carbono,
visto que o tratamento com gasolina comercial se mostrou com uma formacédo de
biomassa ainda menor. E importante lembrar que esta curva foi feita com bactérias que
nao foram previamente adaptadas a gasolina (Fig. 7). Este resultado corrobora com os
dados de Trigueiros (2008), que estudando a cinética de biodegradacao de compostos
BTEX, observou que algumas bactérias tinham seu crescimento suprimido quando o
poluente era adicionado em concentragcdes muito elevadas.

No experimento seguinte, as cepas foram previamente adaptadas em gasolina, em
concentragdes de 1000ppm, em meio TY, antes de serem submetidas ao meio minimo BH
para os testes de tolerancia a uma concentragdo maior de gasolina. Como ja era
esperado, a curva apresentou médias de crescimento maiores tanto no tratamento com

gasolina como no tratamento controle (Figura 8).
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Figura 8 — Grafico da curva de crescimento de Burkholderia SMF090 em meio BH, com bactérias
adaptadas, suplementado com gasolina comercial. (o) Crescimento com gasolina comercial (2000 ppm), (o)
Controle . Analise estatistica feita no Statistica 6 Workbook . Teste T- Studart. (*) Médias estatisticamente
diferentes. Leitura da O.D. em espectrofotdometro em A= 600 nm. Tempo em horas. As setas mostram os
pontos da curva onde foram analisadas aliquotas dos crescimentos apos centrifugacdo. Apds a

ressuspensao e leitura do sobrenadante, ndo se observou diferengas nos valores de O.D.
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Fonte: autor

O crescimento com gasolina comercial a 2000ppm, com as células previamente
adaptadas a 1000ppm por 24h, apresentou um platd com média de crescimento em torno
de 0,255. Ao contrario da curva do primeiro experimento, a curva de crescimento do
tratamento com gasolina superou a curva do controle negativo. Esta obteve uma fase
estacionaria com valores médios de 0,143, muito préximo dos valores médios do
tratamento controle da curva anteriormente apresentada. Supde-se, a partir do que foi
observado, que uma adaptacao prévia da célula bacteriana é fundamental para que esta
possa crescer em meio contendo o poluente, sem gue este prejudique o seu metabolismo,
inclusive sendo a substancia poluente usada como uma possivel fonte de carbono. Vale
salientar que esta curva ainda é considerada como uma fase adaptativa, visto que 0s
crescimentos ndo foram estatisticamente diferentes. No entanto, o aumento do valor

médio da biomassa conseguida no crescimento ja € um sinal que mostra que a célula se
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adaptou bem ao poluente, desenvolvendo no minimo uma resisténcia maior para crescer
de maneira satisfatéria em meio sem fonte de carbono e apenas com compostos BTEX
como potencial substancia energética externa. Roma-Rodrigues et al. (2010), estudando o
as caracteristicas de crescimento de células de Pseudomonas putida KT2440 e sua
capacidade de resisténcia e degradacdo do fenol, observaram que um periodo de
adaptacao € fundamental para o sucesso das células bacterianas. Sem essa adaptacao
prévia a substancia poluente, é pouco provavel que as bactérias retomem um crescimento
satisfatério, segundo os resultados destes autores.

Ao longo do crescimento bacteriano em meio considerado estressante, ha a
possibilidade do desenvolvimento de uma tolerancia ao novo ambiente ao qual a bactéria
€ submetida, bem como também a sintese de polimeros ou quaisquer outro tipo de
substancia resultante da modificacdo do metabolismo do organismo. Este fato nos leva a
pensar na hipotese que, ao longo do crescimento, as cepas analisadas podem estar
liberando substédncias no meio, o que atrapalharia a precisdo das leituras, e
consequentemente, das analises de crescimento. Os testes para analisar se 0 aumento
da O.D. realmente estava sendo resultado do aumento do niamero de células mostram
gue, apods centrifugacado, ressuspensado do pellet e nova leitura no espectrofotdbmetro em
guatro pontos da curva, as leituras nao foram diferentes das leituras de aliquotas retiradas
dos crescimentos e imediatamente submetidas a leitura da O.D. O teste foi feito em
quatro pontos da curva, um na fase log e trés na fase estacionaria (Figura 8). Em ambas

as leituras, a O.D. apresentou medidas muito préximas (Tabela 2).
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Tabela 2 — Densidade Otica das aliquotas provenientes do crescimento de Burkholderia SMF090 submetidas & gasolina comercial e crescidas apenas em
meio BH. As leituras foram feitas em quatro momentos do crescimento e ndo mostraram nenhuma diferenca entre as medidas de OD das aliquotas
imediatamente submetidas a leitura do espectrofotdmetro e aliquotas centrifugadas e ressuspendidas previamente, atestando a validade do crescimento

bacteriano. Apés centrifugacao, a O.D. do sobrenadante de todas as aliquotas centrifugadas foram lidas, mostrando ndo haver particulas detectadas a

A=600nm.
Fase da curva Tratamento Controle
Aliguotas nao Aliguotas Sobrenadante  Aliquotas nao Aliguotas Sobrenadante
centrifugadas centrifugadas das aliquotas centrifugadas centrifugadas das aliquotas
centrifugadas centrifugadas
Log 0,131 0,135 0,002 0,129 0,127 0,00
Estacionéria 0,231 0,230 0,003 0,152 0,150 0,001
(leitura 1)
Estacionaria 0,240 0,239 0,002 0,150 0,148 -
(leitura 2)
Estacionéria 0,245 0,247 - 0,152 0,150 -
(leitura 3)

Fonte: autor
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Vale salientar que retirando uma aliquota de bactérias da fase estacionaria do
crescimento com gasolina e re-inoculando essa aliquota em um novo meio com gasolina,
a curva de crescimento obtida mostra um crescimento bacteriano mais rapido e com
maior biomassa (Figura 9). Os resultados deste terceiro experimento demonstram o
guanto esta bactéria € resiliente, se adaptando cada vez mais ao poluente, a medida que
aumenta seu tempo de exposicdo a este. O grafico resultante mostra um aumento na
biomassa ao longo da curva que leva a um pico de crescimento de 0,321 e a uma fase
estacionaria de média de 0,298. As cepas desta curva, quando submetidas ao meio
contendo apenas meio BH, ndo mostraram um aumento significativo de biomassa,
mantendo as médias de crescimento da curva anterior (Figura 9). Nesta curva, as médias
de crescimento demonstraram diferencas estatisticamente siginificativas entre os valores
de O.D. do controle e do tratamento, validando um maior aumento de biomassa em
bactérias adaptadas submetidas ao crescimento com gasolina comercial. Morlett-
Chavezet et al. (2010), também observaram a importancia da aclimatacdo das células
bacterianas antes de submeté-las a determinado tipo de poluente. Com o objetivo de
entender os genes envolvidos no processo de biodegradacéo, os autores utilizaram cepas
isoladas de um consércio bacteriano e adaptaram estas células por um periodo de 8h
antes do experimento de biodegradacdo. As espécies Pseudomonas putida e Escherichia
coli mostraram resultados bastante promissores pés adaptacdo, degradando, quando em
consorcio, até 99% do poluente testado apo6s um periodo de 60h. Singh e Celin (2010),
estudando as cepas denominadas Bb5 e sua capacidade de biodegradar compostos
BTEX, adaptaram os micro-organismo antes de submeté-los as concentraces maiores
do poluente. No referido experimento, as bactérias foram submetidas inicialmente a uma
concentracdo de 1% de tolueno v/v por um periodo em torno de 16h. A seguir, foram
submetidas individualmente a cada um dos compostos BTEX. O resultado mostrou que as
bactérias, quando submetidas ao poluente, antes da analise de biorremediacéo, parecem
desenvolver uma maior resisténcia, aumentando sua eficiencia de proliferacéo,

corroborando com 0s nossos resultados.
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Figura 9 — Gréfico da segunda curva de crescimento de Burkholderia SMF090, com bactérias adaptadas,

em meio BH suplementado com gasolina comercial.(e) Crescimento com gasolina comercial (2000 ppm), (o)

Controle. Andlise estatistica feita no Statistica 6 Workbook . Teste one-way Anova. (*) Diferencas

estatisticas: Gasolin
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Fonte: autor
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5.2 Andlise Protebmica

5.2.1 Extrac&o de Proteinas

A metodologia utilizada na extracdo das proteinas foi satisfatéria quando
considerado seu aspecto qualitativo. No entanto, com relacdo a quantidade do material
obtido, os resultados mostraram que uma possivel otimizagdo do processo deve ser
futuramente estudada. A quantidade média de proteinas observada pelo teste de Bradford
mostrou uma concentracdo de 5,73 pg/uL +1,5 nas amostras extraidas das bactérias
submetidas ao crescimento em BH suplementado com gasolina comercial (2000 ppm) e
3,10 pg/pL +2,1 nas amostras extraidas dos micro-organismos submetidos ao
crescimento apenas em meio BH, sem nenhuma fonte externa de carbono. Brito (2012),
ao estudar proteinas extraidas da mesma cepa de Burkholderia em meio TY, obteve um
rendimento médio de 16,8 ug/uL +2,38 de proteinas provenientes de crescimento em
meio TY sem gasolina e 13,12 pg/ul £ 0,92 obtidos de crescimentos em meio TY com
gasolina comercial a uma concentracdo de 1000 ppm. Alguns fatores podem ter
colaborado para as diferencas de concentracdo mencionadas. Um destes fatores € o meio
utilizado para viabilizar o crescimento da bactéria. O meio TY € um meio de extrato de
levedura e caseina hidrolisada, contém nutrientes suficientes para o crescimento
bacteriano, desde que este seja submetido a temperaturas adequadas. O meio BH é
considerado um tipo de meio minimo, onde apenas substancias minerais estdo presentes,
sem fonte de carbono para o crescimento bacteriano. Em meio TY, o suplemento de
gasolina é um fator estressante, ja que o proprio meio de crescimento ja € uma fonte de
carbono. Em meio BH a gasolina comercial adicionada se torna a Unica fonte de carbono
disponivel para os micro-organismos, enquanto no crescimento apenas com meio BH as
bactérias s6 podem contar com sua reserva intracelular.

Por meio de SDS-PAGE, a integridade das proteinas foi avaliada. Como o
rendimento da extracdo de proteinas foi baixo, o experimento de SDS-PAGE foi feito
apenas na diluicdo de 1:10. O gel resultante mostra bandas integras em ambos os
tratamentos. E perceptivel também as diferencas entre as bandas do tratamento e do
controle (Figura 11). As colunas que mostram as proteinas obtidas de Burkholderia
SMF090 parecem acumular bandas na regido de maior peso molecular. As bandas de
maior intensidade parecem se concentrar mais entre 40 KDa e 97KDa. Além disso,

bandas intensas foram perceptiveis, no tratamento, entre 20,1KDa e 30 KDa e abaixo de
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14,4KDa. O resultado do experimento mostrou a integridade das amostras obtidas e

diferencas visualmente perceptiveis entre 0s crescimentos submetidos a tratamentos

distintos.

Figura 11 — SDS PAGE em gel de poliacrilamida 12,5%. As amostras sdo resultantes da extracdo de

proteinas de Burkholderia SMF 090 submetidas ao crescimento em meio BH. Da esquerda para a direita:

MW (marcador molecular de baixo peso), Tratamento com gasolina comercial e Controle negativo.

KDa MW Tratamento Controle

97
66

| —
— —
45 —
— -

30

20,1

14,4

Fonte: autor

5.2.2 Analise dos géis bidimensionais

A partir do gel obtido do teste piloto com tira de 13 cm (pH 3-10), foi observado a
distribuicdo das proteinas, ao longo da faixa de pH, para se obter uma amplitude mais
especifica de distribuicdo dos spots. Os resultados mostraram que as proteinas se
concentram em uma faixa de pH mais acida (Figura 12). Os resultados corroboram com
nossa hipétese de que Burkholderia SMF090, assim como em estudos anteriores,
também apresentou uma maior quantidade de proteinas em menor faixa de pH. Testes
como estes sdo importantes para se assegurar a qualidade dos géis de experimentos
posteriores, visto que, a medida em que a faixa de pH de uma determinada tira € menor, a
resolucao dos resultados obtidos sera maior, aumentando a precisdo das identificacbes e

assim, a qualidade dos dados obtidos. Seguindo o gel do teste piloto, os experimentos
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foram feitos em tiras de 7 cm, com amplitude de pH de 4-7, visto que a resolucédo dos
spots obtidos seriam de maior qualidade, e a precisédo das identificacdes por pl e massa

ficariam bem mais confiaveis.

Figura 12 — Gel do teste piloto feito para analisar em qual faixa de pH as proteinas mais se concentram. Os
spots obtidos foram observados em uma amplitude mais acida, mostrando a necessidade de uma tira de

menor faixa de pH para experimentos posteriores.
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Fonte: autor

Dentre os géis obtidos do experimento de eletroforese bidimensional, para cada
tratamento analisado, foram escolhidos géis de referéncia por meio dos quais se analisou
diferencas das proteinas expressas nos dois tratamentos aos quais as bactérias foram
submetidas (Figura 13). No tratamento com gasolina comercial, um total de 527 spots
foram identificados como proteinas bacterianas. No gel que foi obtido do controle foi
possivel observar 194 spots, tendo uma reducdo de 68% dos spots no gel. Isso é um
indicio de que Burkholderia SMF090 tem um maior nimero de proteinas expressas em
meio com gasolina comercial. Diferentemente de Brito (op. cit.) que trabalhando com o
mesmo poluente e a mesma cepa, encontrou uma quantidade maior de proteinas em
meio sem gasolina comercial (542 spots) quando comparado ao crescimento realizado em
Nossos experimentos com gasolina comercial (256 spots). Mais uma vez a diferenca do
meio de crescimento utilizado foi relevante, o meio TY. O tratamento do referido trabalho,

sem gasolina comercial, se comporta como um meio de crescimento ndo estressante e
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com fonte de carbono. Nossos resultados que mostram maior nimero de spots também
possuem fonte de carbono externa, porém esta fonte é o poluente em questdo. E
importante salientar também que a concentracdo usada em nossos experimentos foi o
dobro (2000ppm).

Figura 13 — Géis bidimensionais de referéncia resultantes da extracdo de proteinas de Burkholderia
submetidas a diferentes condi¢cdes de crescimento. (A) Grupo Controle: bactérias crescidas em meio BH
sem adi¢édo de gasolina comercial. (B) Grupo Tratado: bactérias crescidas em meio BH suplementado com

gasolina comercial a 2000ppm.
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Fonte: autor

Pesquisas tém mostrado que a introducdo do poluente no meio de crescimento é
um fator que ativa a producdo de proteinas que participam da biorremediacdo da
substancia a ser degradada (SINGH, 2006). Kwok et al. (2007), ao estudar Burkholderia
cepacia e seu potencial biodegradador, demonstrou que a adicdo de poluentes
halogenados influencia no aumento da producdo de proteinas diversas, inclusive
proteinas que participam do metabolismo energético e que auxiliam na sintese de novas
proteinas. Kim et al. (2006) ao estudar Pseudomonas putida e a capacidade desta
bactéria de biodegradar compostos BTEX isoladamente, testou a hipbdtese que
substancias poluentes especificas eram capazes de induzir um gene alvo para a
producdo de proteinas especificas, aumentando assim o nimero de proteinas expressas.
Os resultados deste estudo mostraram um aumento da sintese de proteinas, bem como
uma especificidade entre proteina expressa e poluente utilizado no experimento. Em
nossos resultados, Burkholderia SMF090 mostrou um numero maior de proteinas no
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crescimento com gasolina comercial, corroborando com estudos anteriores e reforcando
nossa hipotese de aumento do numero de proteinas expressas em crescimentos
suplementados com gasolina, quando comparados a crescimentos apenas em meio

minimo.

5.2.3 Reprodutibilidade dos géis

O alinhamento entre as repeticbes foi feito com a finalidade de analisar a
reprodutibilidade dos géis bidimensionais. Para cada tratamento, um grafico de disperséo
(scatterplot) foi gerado utilizando os spots correspondentes (matches) de cada repeticao
feita em cada tratamento. Nos géis pertencentes ao grupo controle, 144 spots (85%)
foram identificados em ambas as repeticdes, sendo caracterizados como matches (Figura
14). A analise dos géis do grupo tratamento apresentou uma correlacao linear de 0,86, o
que caracteriza uma correspondéncia de 453 spots entre as repeti¢des (Figura 15). O
indice utilizado para validar os resultados foi a correlagdo de Pearson. Este indice € uma
correlagédo linear que € tracada entre duas variaveis x ey, indicando o grau de intensidade
entre estas duas variaveis, e mostrando ainda se esta correlacdo é positiva ou negativa.
Valores de r préximos de -1 ou +1 indicam uma correlacdo forte, enquanto valores
proximos de zero indicam uma fraca correlagdo. O coeficiente de Pearson considera uma
correlacao satisfatdria aquela que resulta em um r igual ou maior do que 0,85 (VIEIRA,
1980). Dentro da escala deste indice, nossos resultados se enquadram em uma
correlacdo forte positiva, tornando validas as réplicas intra-classes dos géis
bidimensionais. Os dados mostram que a técnica de eletroforese bidimensional foi
realizada de maneira satisfatéria, dando confiabilidade as demais andlises realizadas,
pois o0s géis intra-classe, de fato, tém a distribuicdo dos spots de maneira a serem
seguramente tratados como réplicas sem comprometer a validade dos demais resultados.

Os demais spots que ndo foram significativamente similares entre os géis de
mesmo tratamento, podem estar relacionados a variagbes experimentais, visto que estes
podem ser influenciados por uma gquantidade consideravel de fatores relacionados a
pratica do procedimento. A técnica de eletroforese bidimensional tem etapas bem
distintas.Uma das etapas mais sensiveis é a focalizacao isoelétrica, a qual é responsavel
pela maioria das variagbes que ocorrem nas pesquisas envolvendo 2D. Em nossos
experimentos, a focalizagcéo isoelétrica foi feita de forma a diminuir possiveis variacoes,

focalizando todas as strips exatamente em um mesmo  momento.
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Figura 14 — Correlacéo linear entre as duplicatas dos géis bidimensionais do controle. O grafico mostra uma
similaridade de 85% entre os spots encontrados no gel para a analise de proteinas de Burlhoderia que

foram submetidas ao crescimento em meio BH sem adicdo de gasolina comercial.
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Outra etapa que pode gerar pequenas variagdes nos resultados € a segunda
dimenséao. Esta pode ter os resultados comprometidos quando as corridas de géis intra-
classe sado feitos em momentos distintos ou usando tampdes diferentes. A interferéncia
ocorre principalmente na resisténcia que o tampdo exerce sobre corrente elétrica
responsavel pelo deslocamento das proteinas no gel. Um tampéo diferente ou até mesmo
a temperatura ambiente podem aumentar ou diminuir a resisténcia exercida sobre a
corrente elétrica, o que poderia alterar os resultados. Por fim, um fator que pode
influenciar os resultados é uma possivel contaminacdo da amostra por sal, o que foi
remediado pela purificagdo prévia das amostras antes mesmo da focalizagdo isoelétrica.
Todos estes fatores podem influenciar os resultados, no entanto, como mencionado, 0s

experimentos foram realizados de forma a minimizar estas variagoes.



49

Figura 15 — Correlacédo linear entre as duplicatas dos géis bidimensionais do tratamento. O grafico mostra
uma similaridade de 86,6% entre os spots encontrados no gel para a analise de proteinas de Burkholderia

submetidas ao crescimento em meio BH suplementado de gasolina comercial (2000ppm).
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Desta forma, a pequena porcentagem de spots que ndo esta em correspondéncia
estatistica entre as réplicas (em torno de 15%) nédo é considerada relevante para invalidar

os resultados obtidos.

5.2.4 Tendéncia de pl e massa molecular das proteinas identificadas

Os spots identificados em cada gel de referéncia foram distribuidos em categorias
de ponto isoelétrico e massa molecular. Uma clara tendéncia foi observada na distribuicao
obtida. No grupo controle, a tendéncia observada foi a de spots, em sua maioria, na
categoria de pl no pH entre 5 e 7. J4 no grupo do tratamento com gasolina 0os spots
apresentaram uma distribuicdo similar, porém com uma forte tendéncia de pl no pH entre
4 e 6 (Figura 16).
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Figura 16 — Gréafico mostrando a tendéncia de ponto Isoelétrico dos spots encontrados nos géis
bidimensionais resultantes da extracdo de proteinas de Burkholderia submetidas a diferentes tratamentos. A
distribuicdo encontrada mostra que o0s spots se concentraram principalmente no intervalo de pl com pH

mais acido tanto no controle e principalmente no tratamento.
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A andlise da distribuicho da massa molecular mostrou um resultado mais
heterogéneo. O grupo controle ndo apresentou tendéncia para nenhum das classes de
maneira mais especifica, apresentando spots em todas as classes, sem diferencas
significativas no nimero de proteinas por classe.

O grupo de proteinas do tratamento com gasolina mostrou uma forte tendéncia
para as classes que compreendem 20 KDa a 80 KDa, tendo uma menor ocorréncia nas

classes de massa molecular extremas (abaixo de 20 KDa e acima de 80 KDa) (Figura 17).
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Figura 17 — Gréfico mostrando a tendéncia de massa molecular (MW) dos spots encontrados nos géis
bidimensionais resultantes da extracdo de proteinas de Burkholderia submetidas a diferentes tratamentos. A
distribuicdo encontrada mostra que 0s spots se concentraram principalmente no intervalo de massa

molecular que compreende 20 a 60 KDa.
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Em estudos de analise protebmica, um dos principais dados a se observar é a
distribuicdo isoelétrica das proteinas identificadas e sua massa molecular. O ponto
isoelétrico é o valor de pH onde a carga total de uma proteina é zero. O pl é importante
pois € neste valor em que a proteina de interesse possui a menor solubilizacdo em agua.
Na literatura ainda ndo tem sido feito com frequiéncia este tipo de andlise de distribuicdo
dos spots em classes de pl.

A distribuicdo da massa molecular em classes mostrou um resultado mais
homogéneo. Os spots analisados mostraram uma distribuicdo entre 20 KDa e 80 KDa,
sendo menos frequente em categorias de massas moleculares extremas (menor do que
20 KDa e maior do que 80 KDa). Este tipo de analise também ndo é muito frequiente na

literatura disponivel atualmente em anélises proteémicas.
5.2.5 Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas
A partir do banco de dados ExPASYy, foi feita a identificacdo das proteinas por meio

dos valores de pl e massa molecular obtidos. As identificacbes foram feitas por meio dos

valores mais proximos encontrados no banco de dados. Um total de 19 proteinas foram
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identificadas em ambos os tratamentos (matches). Destas, nove proteinas mostraram
maior intensidade dos spots no grupo tratado com gasolina comercial (Tabela 3).

As proteinas identificadas tém relagdo direta com o metabolismo energético e
sintese de proteinas. O que ja era esperado devido as possiveis mudancas metabdlicas
extremas na célula bacteriana.

Dez proteinas tiveram uma maior expressdo no grupo controle, como é possivel
observar na Tabela 4.

As proteinas expressas nos dois tratamentos enfatizam vias metabolicas que séo
comuns as células bacterianas submetidas a gasolina comercial e submetidas a uma
condicdo de auséncia de fonte de carbono. Vias metabdlicas pertencentes ao
metabolismo energético, com a presenca de proteinas cinase, e proteinas que auxiliam na
sintese de outras proteinas como fatores de maturacdo de ribossomos, ja eram
esperados como resultados dos testes de biorremediacdo. Ambas as situacdes sao
estressantes para bactéria, no entanto o micro-organismo estudado parece crescer mais
satisfatoriamente em meio contendo compostos BTEX, enquanto uma mudancga
aparentemente mais drastica na expressao de proteinas parece ocorrer quando a bactéria
€ submetida ao meio sem fonte de carbono.

Dentre as proteinas expressas exclusivamente no grupo tratado com gasolina
comercial, seis spots apresentaram um numero de pl e massa muito préximos de
proteinas envolvidas na via de degradacédo do catecol (Tabela 5). Como estas proteinas
foram encontradas apenas no grupo tratado, os resultados sugerem que a suplementacao
de compostos BTEX no meio de crescimento podem ativar genes especificos presentes
no genoma bacteriano, mas que se expressam apenas quando a célula bacteriana entra
em contato com a substancia poluente. Esta parece funcionar como um sinal ambiental
para a bactéria sintetizar proteinas que auxiliem na depuracdo destas substancias
potencialmente poluidoras, mas que para a bactéria € uma fonte de carbono.

Um dos pressupostos mais conhecidos da biologia € o principio da economia
méxima. Este principio postula que um organismo néo ird investir energia produzindo
gualquer que seja a molécula, se esta ndo for essencial para sua sobrevivéncia. Os
resultados apresentados enfatizam o potencial biotecnoldgico de Burkholderia SMF090, ja
gue esta parece conter genes que participam da via do catecol, aléem de crescer e
produzir biomassa em quantidade maior quando em presenca de compostos BTEX, como

observado nas curvas de crescimento.
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Tabela 3 — Spots diferencialmente expressos nos géis bidimensionais. Houve um aumento de expressao (intensidade dos spots no gel) dos spots mostrados abaixo

no gel do tratamento.

Numero de Spot ID Proteina pl Massa
Acesso
Tedrico Pratico Teorico Pratico
A9AGCO 729 Proteina GrpE 5.4 5.5 21995 22072
Q3JP41 744 Fosfoheptose isomerase 5,8 5.98 20784 21026
Q39K84 791 Fosforibosil-AMP ciclohidrolase 5.47 55 15900 17182
AOK3V7 686 Fosforibosil formino-5- 4.4 4.4 26570 25414
aminoimidazol carboxiamida
ribotida isomerase
Q13715 701 Protease proteolitica 5.7 5.7 23829 23981
dependente de ATP (Clp),

subunidade 2
Q146B7 793 Proteina exportadora de 4.5 4.5 17232 17271

proteina SecB
Q13uUD3 803 Endoribonuclease YbeY 4.8 4.9 16965 16499.0
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B2JKT6 806 Fator de maturacgéo de 5 5 17021 16177
Ribossomo (Rimp)
B2SX18 814 Proteina exportadora de 4.5 4.5 17218 15551

proteina SecB

Fonte: autor

Tabela 4 — Spots diferencialmente expressos nos géis bidimensionais. Houve um aumento de expressao (intensidade dos spots no gel) dos spots abaixo no

controle, mostrando a resposta molecular das bactérias quando submetidas ao crescimento sem fonte externa de carbono.

NUumero de SpotID Proteina pl Massa
Acesso

Tedbrico Pratico Tedrico Pratico
Q146G6 591 Quinase pantetoato Tipo IlI 6.4 6.4 28053 27600.0

B2T5I12 584 Acil-[acyl-carrier-protein]--UDP-N- 6.2 6.2 27719 27357
Acetil glucosamina O-
aciltransferase
Q390V3 651 5°-nucleotidase SurkE 5.3 5.3 27870 27875
Q13272 661 5'-nucleotidase SurE 5.2 5.2 26994 26966




B4ECC9 706 Proteina acessoria Urease UreF 5.3 5.3 24061 24038
Q3JQ61 720 Proteina Maf BURPS1710b_2911 5.9 5.9 22934 23061
B2SXI3 752 Adenina fosforibosiltransferase 53 53 20431 20436
B2JCN4 767 Fosfopanteteina 6.1 6.1 19005 19142
Adenililtransferase
B2JKT6 782 Fator de maturagéo de ribossomo 5 5 17021 17929
(RimP)
821 Urease (subunidade beta) 6.2 6.2 15244 15247

Fonte: autor
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Tabela 5 — Spots exclusivamente expressos em Burkholderia SMF090 submetidas ao crescimento em meio suplementado com gasolina comercial apés

72h de crescimento. Seis spots tiveram seus valores de pl e massa molecular proximos aos valores teéricos de proteinas envolvidas na via de degradacgéo do

catecol.

NUmero de Spot ID Proteina pl MW
acesso
Tedrico Pratico Teorico Pratico
AOKBG7 592 Catecol 1,2- 5,2 5,2 32,974 33,573

dioxigenase




AOK437 535 Muconato 55 5,7 40,189 39,747
cicloisomerase

AOK437 521 Muconato 55 5,7 40,189 40,746
cicloisomerase

AOK437 519 Muconato 55 52 40,189 41,632
cicloisomerase

Fonte: autor
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5.2.6 Analise quali-quantitativa das classes de proteinas

As proteinas identificadas foram distribuidas em classes de acordo com sua funcédo
molecular. No grupo controle, um total de 194 spots foram identificados pelo banco de
dados ExPASy. Oito classes de proteinas tiveram uma maior abundancia de spots, sendo
as Transferases, Aminoacilt-RNAsintetase e Oxiredutase as classes com maior
porcentagem de proteinas (Figura 18). O perfil de classes de proteinas dos géis resultou
em uma distribuicdo parecida com aquela do controle (Figura 19), estando as transferases
com maior nimero de proteinas, seguidas das Aminoacilt-RNAsintetase. A diferenca
consideravel é a alta ocorréncia de Ligases, suplantando a classe das oxiredutases. As
proteinas caracterizadas como Transferases sdo moléculas que tém funcao primordial em
Varios processos celulares, pois estas basicamente transferem grupos funcionais de uma
molécula a outra. Em nossos experimentos, os principais transferases encontradas sao
responsaveis pelo processamento de tRNA, a (Dimethylallyl) adenosine tRNA
methylthiotransferase MiaB. Aminoacilt-RNAsintetase, segunda classe com maior
porcentagem, em ambos os tratamentos, também est4 ligada com a sintese protéica. Em
ambos os casos, a célula bacteriana se encontra em ambiente que demanda uma grande
mudanca metabdlica seja por ter que acessar fontes de carbono internas como o
polihidroxibutirato, ja que ndo ha fonte de carbono externa (caso do controle), seja por ter

gue se adaptar a utilizar compostos BTEX como fonte de carbono.

Figura 18 — Grafico mostrando as classes de proteinas identificadas exclusivamente nas bactérias crescidas
apenas em meio BH. Uma maior ocorréncia de proteinas do grupo das Transferases foram encontradas,

seguidas de Aminoacilt-RNAsintetase e Oxiredutase. As classes aparecem em seu valor percentual.

CHAPERONA
5%

Fonte:autor
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Figura 19 — Grafico mostrando a participacdo das classes de proteinas identificadas exclusivamente nas
bactérias que foram crescidas em meio BH com adi¢cdo de gasolina comercial. Ao total foram identificadas
338 proteinas. Uma maior ocorréncia de proteinas do grupo das Transferases foram encontradas, seguidas

de Ligase e Aminoacilt-RNAsintetase. As proteinas aparecem no grafico com seu valor percentual.

CHAPERONA
4%
HIDROLASE
7%

LIGANTE DE DNA
7%

Fonte: autor

A classe das oxiredutases também foi consideravelmente freqiiente em ambos os
tratamentos. Esta classe de proteinas é responsavel pelas reacfes redox intracelulares,
reacOes estas que podem ser importantes para a célula em processos de desintoxicacao
celular ou mesmo qualquer tipo de stress metabdlico. Por fim, as proteinas pertencentes a
classes das Ligases, com alta porcentagem no grupo tratado, estad relacionada
basicamente a alta quantidade de divisdes celulares e na formacdo de parede celular,
processos realizados pela enzima UDP-N-acetylmuramoylalanine--D-glutamate ligase, a
proteina ligase mais freqiente em nossos dados.

Alguns estudos mostram que a técnica de Eletroforese bidimensional € capaz de
detectar diferencas, na expressdo de proteinas, entre microorganismos submetidos a
ambientes contaminados e ambientes sem poluigdo (SINGH; NAGARAJ, 2006; WANG et
al., 2000). Em nossos resultados, foi perceptivel a diferenca entre o crescimento com
gasolina comercial e o crescimento apenas em meio minimo. As diferencas foram
principalmente na quantidade de proteinas expressas, na intensidade de algumas
proteinas e na presenca de enzimas que atuam na degradacdo do catecol no crescimento
suplementado com gasolina comercial. Kim et al. (2006) identificaram em torno de oitenta
proteinas diferencialmente expressas em Pseudomonas putida KT2440 submetidas ao
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crescimento com seis diferentes tipos de poluentes. A espécie de mesmo género
Burkholderia cepacia MBA4, também mostrou ser bastante resiliente a ambientes
contaminados ao expressar proteinas unicamente durante o processo de degradagédo do
monocloroacetato. As diferencas de expressdo destas proteinas foi claramente sensivel a
técnica de eletroforese bidimensional (KWON et al., 2007).

A técnica de 2D se mostrou bastante eficiente em mostrar o potencial
biotecnolégico de biodegradacdo de Burkholderia SMF090 a gasolina comercial,
principalmente se for utilizada como andlise prévia para futuras investigacbes em

espectrometria de massa.

5.3 Formagéo de biofilme de Burkholderia SMF090

Os experimentos para analisar a formacado de biofiime demonstraram um grande
potencial da bactéria na formacdo de biofiime em presenca e auséncia de gasolina
comercial (Figura 20). Os resultados sugerem que o poluente estudado n&o interfere na
formacdo de biofilme pela bactéria, visto que ndo parece haver diferencas entre os

crescimentos no grupo controle e tratado.

Figura 20 — Gréfico da analise da formacao de biofiime de Burkholderia SMF090 em placas Elisa, em meio

TY, com adi¢do de gasolina comercial e sem o poluente.
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Fonte:autor
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Devido as suas caracteristicas como tamanhos reduzidos, elevadas taxas de
reproducao, grande capacidade de adaptacdo e de producdo de substancias e estruturas
extracelulares que as protegem do meio circundante, as bactérias séo, dentre todos os
micro-organismos, consideradas como excelentes produtoras de biofiime (CHARACKLIS
et al., 1990).

A formacdo destas estruturas é extremamente relevante quanto ao potencial de
utilizacédo da bactéria como biorremediador, inclusive sugerindo a possibilidade do uso de
consorcios de bactérias na biorremediacdo, uma alternativa também muito promissora e
mais eficiente (AL-BADER et al., 2013).

Andlises mais acuradas devem ser realizadas a fim de determinar a capacidade de

associacao destas bactérias na formacéo destas estruturas bioldgicas.
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6. CONCLUSOES

Burkholderia SMF090 tem a capacidade de se proliferar em meio contendo apenas
gasolina comercial como fonte de carbono, no entanto, sua eficiéncia no aumento de
biomassa é maior a medida que o tempo de exposi¢cdo ao poluente também aumenta, o
gue sugere a necessidade de uma prévia adaptacao da célula bacteriana.

O perfil protedbmico da bactéria € diferente quando esta € submetida a gasolina
comercial. As diferencas sdo na maior quantidade de proteinas expressas e nas proteinas
gue participam da via de degradacao do catecol, exclusivamente expressas nas bactérias
submetidas ao crescimento com gasolina.

A bactéria tem potencial de formacao de biofilme, sendo este resultado passivel de

maiores estudos futuramente.
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