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RESUMO

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e
estdo presentes em toda biosfera, no entanto estima-se que apenas 1% das
espécies pode ser cultivada por técnicas laboratoriais padrdo. Dentro dessa
diversidade existe um enorme pool genético e biolégico a ser explorado. A
metagendmica tornou possivel o acesso direto ao genoma microbiano derivado
de amostras ambientais. A metodologia permite obter informacé&o funcional de
proteinas, assim como a identificacdo de potenciais produtos com interesse
biotecnolégico e de novos recursos bioldgicos industrialmente exploraveis, a
exemplo de novas solugdes para impactos ambientais. Areas contaminadas
com petroleo sédo caracterizadas por um grande acumulo de hidrocarbonetos e
os surfactantes sdo utilizados como coadjuvantes em biorremediagédo. Sendo
assim, a abordagem metagendnima foi utilizada para selecionar genes
envolvidos no processo de degradacdo e emulsificacdo de hidrocarbonetos.
Em um trabalho anterior, 0 DNA ambiental (eDNA) foi extraido de amostras de
solo coletadas em duas diferentes areas (Caatinga e de um rio salino) do Rio
Grande do Norte (Brasil), as bibliotecas metagenémicas foram construidas e
analisadas funcionalmente. Os clones capazes de degradar o Oleo foram
avaliados quanto a capacidade de sintetizar biossurfactante. Varios clones
foram analisados e sequenciados e um clone revelou uma ORF com 897 pb,
298 aminoacidos, referente uma proteina de peso molecular proximo a 34 kDa.
A busca por homologia no GenBank revelou similaridade com a sequéncia que
codifica uma proteina hipotética de representantes da familia Halobacteriaceae,
gue foram mostradas recentemente como produtoras de biossurfactantes. A
presenca da sequéncia codificante inserida e do fendétipo adquirido foram
confirmadas. Primers foram desenhados e suas ORFs amplificadas por PCR.
Em seguida, foram subclonadas em vetor de expressao pETDuet-1, contendo
uma cauda de histidina, para expressao e posterior purificacdo da proteina de
interesse. Os testes de emulsificacéo, atividade emulsificante e degradacéo de
hidrocarbonetos foram realizados para confirmacdo da atividade e
apresentaram resultados positivos. O ensaio de imunodeteccao (western blot)
com a utilizacdo do anticorpo monoclonal Anti-His® confirmou a presenca da
proteina ambiental. Esse estudo foi o primeiro a relatar uma possivel proteina
com atividade biossurfactante obtida a partir de uma abordagem
metagendmica.

PALAVRAS-CHAVE: Metagendmica, biossurfactantes, proteina hipotética,
degradacé&o de hidrocarbonetos.
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ABSTRACT

The microorganisms have a vast genetic diversity and they are present
throughout the biosphere, however, only about 1% of the species can be
cultivated by traditional cultivation techniques. Within this diversity there is a
huge pool genetic and biological being explored. The metagenomics has
enabled direct access to microbial genome derived from environmental samples
using independent methods of cultivation. The methodology enables to obtain
functional information about the proteins, as well as identify potential products
with biotechnological interest and new industrially exploitable biological
resources, such as new solutions to environmental impacts. Oil-contaminated
areas are characterized by a large accumulation of hydrocarbons and
surfactants may be used for bioremediation. Thus, the metagenomic approach
was used in this study in order to select genes involved in the degradation and
hydrocarbon emulsification. In a previous work, the environmental DNA (eDNA)
was extracted from soil samples collected from two different areas (Caatinga
and Saline River) of Rio Grande do Norte (Brazil), the metagenomic libraries
were constructed and functionally analyzed. The clone able to degrade the oil
was evaluated for the ability to synthesize biosurfactants. The sequence
analysis revealed an ORF with 897 bp, 298 amino acids and a protein with
around 34 kDa. The search for homology in GenBank revealed sequence
similarity with a hypothetical protein of representatives Halobacteriaceae family,
who were recently shown as strains producing biosurfactants. The presence of
the inserted coding sequence and the acquired phenotype was confirmed.
Primers were designed and the ORF amplified by PCR. The ORF was
subcloned into pETDuet-1 expression vector for subsequent purification of the
protein of interest containing a histidine tail. The tests performed to confirm the
biosurfactant activity and the ability of hydrocarbon degradation showed positive
results. The immunodetection test (western blot) using the monoclonal Anti-
His® confirmed the presence of the environmental protein. This study was the
first to report a possible protein with biosurfactant activity obtained from a
metagenomic approach.

KEY WORDS: Metagenomic, biosurfactants, hypothetical protein, degradation
hydrocarbon.
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1- INTRODUCAO
1.1- Diversidade microbiana

Os microrganismos estdo presentes em toda parte da biosfera,
participando de importantes processos biologicos. Eles regulam a composicéo
da atmosfera, influenciam o clima, reciclam nutrientes, degradam poluentes,
participam da fixacdo de nitrogénio inorganico associado a raizes, promovem a
digestdo de celulose em ruminante, entre outras (HUSE et al.,, 2008). Sua
presenca e atividade séo indispensaveis para o equilibrio e funcionamento dos
ecossistemas, além disso, representam uma importante fonte de recursos

genéticos para o avanco biotecnolégico (HANDELSMAN et al., 2007).

O numero total de espécies procaridticas na Terra é estimado em
aproximadamente 10%°, sendo que a maioria destas, ainda ndo foi descrita
(TURNBAUGH e GORDON, 2008). Estimativas apontam que a diversidade
microbiana presente no solo esté entre 3.000 e 11.000 genomas por grama de
solo, menos de 1% acessivel através de técnicas de cultivo (TORSVIK e
OVREAS, 2002; TORSVIK et al., 2002; CURTIS e SLOAN, 2004).

Apesar de seu papel vital na Terra e suas aplicacdes biotecnoldgicas
atuais e potenciais, a maior parte da diversidade e da capacidade metabdlica
dos microrganismos ainda permanece inexplorada (SINGH, 2010). A maior
parte da biodiversidade microbiana € representada por microrganismos nao
cultivveis, ou seja, ndo ha conhecimento de técnicas de cultivo adequadas, o
que dificulta a compreensdo do funcionamento dos ecossistemas microbianos
(ROLING et al., 2010).

Essa diversidade microbiana representa um enorme pool genético e
biolégico que precisa ser melhor investigada para se obter um maior
entendimento sobre as relacbes existentes nos ciclos naturais, além de
proporcionar a busca de novos genes, vias metabdlicas completas e seus
produtos (COWAN et al., 2005). Uma crescente variedade de importantes
ferramentas se encontra em constante aprimoramento, 0 que estd comecando
a facilitar a investigagéo relacionada aos microrganismos e suas comunidades
(FERRER et al., 2009).



1.2- Metagendmica

A metagendmica é uma abordagem que vem revolucionado e permitindo
uma melhor compreenséo das caracteristicas genéticas do mundo microbiano.
Essa nova ferramenta abre as portas para exploracdo cientifica de diversos
microrganismos desconhecidos presentes em diferentes nichos, o que podera
ajudar a resolver desafios complexos nas areas meédica, ambiental, agricola e
industrial do mundo atual (HANDELSMAN et al., 2007). A metagendémica
possibilita 0 acesso ao genoma de comunidades microbianas transcendendo
as limitacdes da genética e microbiologia classicas, permitindo, por exemplo, a
descoberta de novas espécies e de genes codificantes de novas enzimas ou

enzimas mais eficientes do ponto de vista biotecnoldgico.

O termo metagenoma foi utilizado pela primeira vez por Handelsman et
al. (1998) para estudar o genoma de todos 0s microrganismos presentes em
um ambiente especifico em oposicdo ao genoma do organismo isolado do
ambiente e cultivado in vitro. Em grego, meta significa "transcendente", ou seja,
capacidade de superar seus limites normais, e gendmica significa o estudo
completo do genoma de um determinado microrganismo. Qualquer estudo que
aborde todos os individuos de uma comunidade de microrganismos como um
Unico pool gendmico pode ser visto como um exercicio de metagenémica
(KOWALCHUK et al., 2007), sendo esta considerada a ciéncia das

comunidades de microrganismos.

Os estudos metagendmicos consistem, inicialmente, na obtencdo de
uma amostra de um determinado ambiente que pode ser solo, agua do mar,
saliva humana, dentre outros, sem um passo de cultivo anterior. O DNA
presente na amostra é extraido, fragmentado, ligado a um vetor e transferido
para uma cepa bacteriana cultivavel, geralmente de Escherichia coli, para
entdo ser construida a biblioteca metagenémica. Existem outras propostas para
fazer um estudo metagenémico, como no caso da next generation sequencing,
em que o DNA é diretamente sequenciado sem que haja a necessidade de
passar pela etapa de clonagem. A escolha da abordagem a ser utilizada,

dependera dos objetivos propostos pelo estudo (ELAINE, 2008).



Devido as limitacbes da exploracdo genética dependente de cultura,
muitas tecnologias tém sido desenvolvidas com a finalidade de explorar essa
riqueza de informacfes (COWAN et al., 2005). A metagendmica € considerada
uma potente abordagem que tem permitido elucidar genomas de
microrganismos nao cultivaveis e, consequentemente, a descoberta de novos
produtos de interesse biotecnolégico, como enzimas e biomoléculas
(SCHMEISSER et al.,, 2007). Tem sido crescente a identificacdo de novos
genes, codificadores de produtos com potencial biotecnoldgico, tais como:
esterase/lipase (HENNE et al., 2000), protease (GUPTA et al., 2002), amilase e
B-lactamase (GABOR, 2004), lipase termoestavel alcalina (MEILLEUR, 2009),
genes de resisténcia a antibidticos (ALLEN, 2014), e p-glicosidases
(BERGMANN et al., 2014).

Sendo assim, a metagenbmica € uma poderosa ferramenta para
explorar novas moléculas a partir de microrganismos nao cultivaveis
associados a ecossistemas naturais. A técnica permite a clonagem e
sequenciamento de todo DNA presente em uma determinada amostra, assim
como identificar ORFs (Open Reading Frame) ou genes que codificam as vias
que podem direcionar a sintese de moléculas complexas, tais como
biossurfactantes, que podem atuar na remediacdo de ambientes contaminados,

entre outras aplicacoes.
1.3- Bioprospeccéao de genes

Segundo a Organizacao das Nagbes Unidas (UNESCO), bioprospeccao
€ a pesquisa de material biolégico com a finalidade de explorar os recursos
genéticos de forma a garantir o uso sustentavel. Sendo assim, se faz
necessaria a utilizacdo de estratégias de conservacdo, a garantia de
distribuicdo justa e equitativa dos beneficios advindos de sua utilizacdo e a
promocao e regulamentacdo de novas tecnologias, uma vez que este material
biolégico tornou-se um recurso e a informacéo genética tem valor de mercado

(AZEVEDO, 2003).

Os microrganismos potencialmente exploraveis podem gerar inUmeros
beneficios econdmicos nos processos biotecnoldgicos para a producdo de

antibioticos e agentes terapéuticos, probidticos, produtos quimicos, enzimas e
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polimeros para aplicacbes industriais e tecnoldgicas, biorremediacdo de
poluentes, dentre outros (CANHOS e MANFIOS, 2002). Sendo assim, se faz
necessario investir em tecnologias que auxiliem no aprimoraramento do

conhecimento a respeito desses organismos (GARCIA, 1995).

A prospeccdo de genes em bibliotecas metagendmicas pode ser
realizada de trés formas distintas: prospeccao funcional, prospec¢do baseada
na sequéncia e prospeccdo baseada na expressao génica induzida pelo
substrato (UCHIYAMA e WATANABE, 2009).

Os avancos recentes obtidos na procura por novos produtos com
atividades biologicas interessantes, fazem da clonagem metagenémica e da
prospeccdo dos clones resultantes, uma tecnologia oportuna e factivel
(OLIVEIRA et al., 2006). Assim, bibliotecas de fragmentos de DNA vém sendo
estudadas para buscar novas biomoléculas que resultam na caracterizacao de

clones com as mais diversas atividades.
1.4- Bibliotecas metagendmicas

Analises metagendmicas envolvem abordagens baseadas na analise de
sequéncias ou analise funcional (GABOR et al., 2007). As informacgfes contidas
em uma biblioteca metagendmica podem ser usadas para determinar a
diversidade da comunidade microbiana, a presenca de microrganismos
especificos ou vias biossintéticas, bem como simplesmente pesquisar a

presenca de genes individuais (STEELE, 2005).

A analise funcional envolve a selecdo de clones com um fendtipo
particular como, por exemplo, tolerancia a sal, producdo de antibiéticos ou
atividade enzimatica, e posterior identificacdo da origem filogenética do DNA
clonado a partir do sequenciamento (DINSDALE et al., 2008). A vantagem é a
deteccdo de genes inteiros e produtos génicos funcionais; independente das
informacdes de sequéncias ou de similaridade entre sequéncias de genes
conhecidos (SIMON e DANIEL, 2009).

Por outro lado, a analise baseada na sequéncia envolve o
sequenciamento completo de clones contendo genes ancoras como 0 gene

16S rRNA e o gene de reparo de DNA radA (archaeal), que indicam o grupo
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taxondbmico dos organismos dos quais derivam tais clones (SINGH et al.,
2009). Dessa forma, tal andlise € limitada a identificacdo de novos membros de
familias génicas conhecidas. Genes alvos sdo identificados, geralmente, por
primers desenhados a partir de sequéncias génicas conhecidas depositadas
em bancos de dados, através de métodos como hibridizacdo e reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (DANIEL, 2005; HANDELSMAN, 2004).

Um dos genes mais utilizados nas analises baseadas em sequéncias é o
gene 16S uma vez que: (i) esta presente em todas as bactérias, (ii) apresenta
tanto regibes conservadas, como regides variaveis, o que torna possivel o
desenho de primers e sondas com diferentes niveis de especificidade, (iii) sua
sequéncia tem informacdo suficiente para inferéncia filogenética, e (iv) um
grande numero de sequéncias ja se encontram disponiveis em base de dados
de livre acesso (MUYZER et al., 1993). Ainda na selecdo por sequéncia, é
possivel encontrar novos genes através do sequenciamento aleatério da
biblioteca metagendmica e analise das sequencias geradas por meio de
ferramentas de bioinformatica baseadas em busca por homologia (DANIEL,
2005; HANDELSMAN, 2004). Novas enzimas como quitinase, alcool
oxirredutases, diol desidratases, e outras que conferem resisténcia a
antibioticos vém sendo descobertas a partir dessa abordagem (SIMON e
DANIEL, 2009). A vantagem dessa estratégia de selecdo é a independéncia da
expressdo de genes exdgenos no hospedeiro utilizado na construcdo de uma
biblioteca metagenémica (LORENZ et al., 2002).

Vérias bibliotecas metagendémicas ja foram construidas a partir dos mais
distintos tipos de amostras, tais como: solo (RONDON et al., 2000), 4gua
(ELEND et al., 2006), biofilmes (SCHMEISSER et al., 2003), rumem bovino
(FERRER et al., 2005), mucosa bucal humana (DIAZ-TORRES et al., 2003),
intestino de cupim (WARNECKE et al., 2007), esponja marinha (ABE et al.,
2012), fezes de panda gigante (FANG et al, 2012) e intestino humano
(CULLIGAN et al., 2014).

No presente trabalho, os clones analisados foram derivados de
diferentes bibliotecas metagendémicas construidas a partir de solos da regiéo do
Rio Grande do Norte. As bibliotecas foram anteriormente analisadas no



Laboratério de Biologia Molecular e Genbémica (LBMG), através de diferentes
ensaios para deteccdo da producdo de biossurfactantes. Este trabalho tem
como finalidade confirmar a atividade biossurfactantes dos clones previamente

selecionados, ap0s a subclonagem em um sistema de expressao heterologo.

2- Aplicacbes dos microrganismos e de seus produtos em biotecnologia

ambiental
2.1.- Petroleo

O petrdleo é considerado a principal fonte de energia, seus derivados
desempenham um importante papel na economia mundial. E composto por
uma mistura complexa de hidrocarbonetos, sendo um recurso natural limitado
em grandes depdsitos na crosta terrestre. Sua exploragdo, transporte e refino
inadequados, podem inserir no ambiente uma grande quantidade de
hidrocarbonetos. Os derramamentos acidentais de petréleo causam poluicdo
de aguas e solo, o que causa grande preocupacdo das industrias mundiais
(JOSHI et al., 2014), pois hidrocarbonetos de petrdleo sdo poluentes organicos
que, devido a baixa solubilidade podem persistir por um longo periodo no

ambiente, além de serem altamente téxicos.

Acidentes envolvendo petréleo bruto ou seus derivados representam um
problema de magnitude crescente em todo o mundo (OKOH e TREJO -
HERNANDEZ, 2006; SCHNOOR, 2010) e o problema é agravado devido aos
altos custos das metodologias utilizadas na eliminagéo destes poluentes (DAS
e MUKHERJEE 2007; RAHMAN et al., 2003). Uma vez liberado no meio
ambiente, os produtos do petréleo estdo sujeitos a processos fisicos, quimicos
e biologicos que alteram ainda mais a sua composi¢cdo, toxicidade,
disponibilidade e distribuicdo dentro do ambiente, sendo necessarias

estratégias para sua remocao.

A exploragdo de petroleo é uma atividade com grande importancia
econbmica, tanto para o Brasil como para o Rio Grande do Norte. Segundo a
ANP (Agéncia Nacional de Petroleo), a producéo de petréleo e gas natural no
Brasil foi de aproximadamente 2.109 Mbbl/d (mil barris por dia) e 81,6 MMm3/d

(milhdes de m3 por dia), respectivamente, totalizando em torno de 2.622



Mboe/d (mil barris de 6leo equivalente por dia), em dezembro de 2013. O Rio
Grande do Norte tem como uma das atividades de maior destaque econémico
a extracdo e processamento do petrdleo. No ano de 2011, foi responsavel pela
producdo de 21,4 milhdes de barris de petréleo, o que corresponde a 2,8% da

producao nacional (ANP).

A exploracdo de petréleo no estado do Rio Grande do Norte acontece
desde 1951 e o primeiro campo descoberto foi o de Ubarana, na costa de
Guamaré, que se encontra em operacdo desde 1976. Desde entdo as
perfuracdes de pocos tém sido intensificadas. O RN ja atingiu a marca de
segundo maior produtor de petrdleo em 1994 e primeiro lugar em producdo

terrestre (ANP — Agéncia Nacional de Petr6leo).

A producédo e consumo de petrdleo vem aumentando gradativamente em
escala mundial, concomitantemente também aumenta a consciéncia acerca da
poluicdo e danos que uma contaminacdo por petrdleo pode causar ao
ambiente. A busca por processos que auxiliem na limpeza de areas
contaminadas, que ndo causem danos ao meio ambiente e que sejam de baixo

custo, é de extrema importancia.
2.2- Biorremediacao

A biorremediacdo pode ser definida como um processo que utiliza
microrganismos oOu suas enzimas para reverter alteragbes ambientais
causadas, por exemplo, por poluentes, de forma que este retorne a sua
condicdo original. Biorremediacdo € uma estratégia que vem sendo aplicada
em areas ambientais impactadas, a fim de remover agentes poluentes ou
toxicos de forma natural, e pode ser realizada por plantas ou microrganismos.
Podendo ser empregada para atuar em poluentes especificos, como
derramamentos de petrdleo. Dentre as técnicas que sao utilizadas estad a
adicdo de biossurfactante no local, facilitando assim sua degradagéo por
bactérias (JUWARKAR et al. 2008)

Estratégias de biorremediagcao incluem: a utilizagdo de microrganismos
autoctones, ou seja, do proprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias

ativas de remediacdo (biorremediacdo intrinseca ou natural); a adicdo de



agentes estimulantes como nutrientes, oxigénio e biossurfactantes
(bioestimulacdo); e a inoculacdo de consorcios microbianos enriquecidos
(bioaumento) (BENTO et al., 2003). As plantas também s&o utilizadas em
biorremediacdo por um processo denominado fitorremediacéo, que consiste na
utilizacdo de sistemas vegetais para remover, capturar ou degradar

substancias téxicas de ambientes impactados (DINARDI, 2003).

A participagdo das comunidades microbianas € essencial na eliminagéo
de uma enorme variedade de compostos toxicos e poluentes em diversos
ambientes, pois sdo capazes de transformar residuos quimicos potencialmente
perigosos em formas intermediarias assimilaveis para os seres vivos e para o
meio ambiente. A biorremediacdo € uma técnica viavel para limpeza e
restauracdo de locais que foram contaminados superficialmente por produtos
derivados de petréleo (GALLEGO et al., 2007).

A bioestimulacdo € um método promissor capaz de melhorar a eficacia
da biorremediacdo em ambientes contaminados por hidrocarbonetos através
da utilizacdo de biossurfactantes. Eles podem favorecer a biorremediacao de
hidrocarbonetos por dois mecanismos: o0 primeiro é aumentando a
biodisponibilidade do substrato para os microrganismos, enquanto que O
segundo mecanismo envolve a interacdo com a superficie da célula, o que
aumenta a hidrofobicidade da superficie, permitindo que substratos
hidrofébicos se associem mais facilmente com células bacterianas (MULLIGAN

et al. 2004).

2.3- Biodegradacgéo de hidrocarbonetos
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A biodegradacdo de compostos organicos poluentes é uma das
principais medidas de recuperacdo de ecossistemas poluidos e requer a
interagcdo de muitos grupos de organismos vivos diferentes que trabalham

juntos ou sequencialmente na degradacdo dos compostos (KATAOKA, 2001).

Os hidrocarbonetos séo insollveis, ou seja, possuem pouca oOu
nenhuma solubilidade em &gua, e devido a esse fato, o processo de
biodegradacdo pode levar muito tempo para ser concluido (SNAPE et al.,

2006). Bactérias que sao capazes de degradar hidrocarbonetos liberam



biossurfactantes no meio, o que facilita a assimilacdo destes hidrocarbonetos
insoltveis (BICCA et al., 1999). O processo de biodegradacdo é maximizado
quando o substrato insolivel em agua € dissolvido ou emulsionado, que sdo 0s
mecanismos pelos quais biossurfactantes sdo capazes de aumentar a

biodisponibilidade de hidrocarbonetos.

O petréleo € uma mistura extremamente complexa e podem ser
reconhecidas varias classes contendo centenas de componentes individuais.
As quatro classes principais séo: (1) saturados - inclui os n-alcanos, alcanos
ramificados e cicloalcanos (naftenos); (2) aromaticos; (3) asfaltenos (fendis,
acidos graxos, cetonas, ésteres e porfirinas) e as (4) resinas (piridinas,
quinolina, carbazol, sulfoxido e amidas). Tem sido observado que o0s
componentes saturados do petrdleo cru (alcanos), particularmente os alcanos
de comprimento intermediario (C10-C20), sédo biodegradados mais
prontamente (MEHDI e GITI, 2008). Uma vez que os hidrocarbonetos diferem
em sua susceptibilidade ao ataque microbiano, a seguinte ordem decrescente
pode ser sugerida: n-alcanos > alcanos ramificados > arométicos de baixo peso
molecular > alcanos ciclicos, o que influencia consideravelmente nas taxas de
biodegradacao (SUN et al., 2005).

2.4- Surfactantes e Biossurfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas que possuem em sua
estrutura uma porcdo hidrofébica que se direciona para a superficie e uma
porcdo hidrofilica que se direciona para a solucdo (MULLIGAN, 2005).
Surfactantes sintéticos séo sintetizados a partir do petréleo e séo classificados
em: anibnicos, catidnicos e anfoteros (SWISHER, 1987; ASH e ASH, 1993;
SCHMITT, 2001). Dentre os surfactantes sintéticos conhecidos pode-se citar 0
sédio n-dodecil sulfato (SDS) e o triton x-100. Em uma subclasse dos
surfactantes estdo os emulsificantes, que estabilizam as dispersdes de um
liquido com diferentes polaridades, como emulses agua-6leo (RON e
ROSENBERG, 2001).

Surfactantes sao utilizados no auxilio a limpeza em derramamentos de
petrdleo, eles permitem a emulsificacdo dos hidrocarbonetos, facilitando assim,

sua subsequente degradac&do por microrganismos degradadores de petroleo.
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Sendo assim, o maior mercado para os surfactantes € a industria petrolifera,
pois sdo amplamente utilizados na remog&o e mobilizagédo de residuos de 6leo
e na biorremediacdo (RON et al.,, 2002). Porém, devido a sua toxicidade e

baixa biodegradabilidade seu uso em ambientes marinhos € limitado.

Os surfactantes podem ser produzidos por microrganismos, nesse caso,
sdo denominados biossurfactantes, que sdo produtos extracelulares ou partes
da membrana das células de bactérias, fungos e leveduras (MULLIGAN, 2005).
Os biossurfactantes sdo compostos anfipaticos que reduzem a energia livre do
sistema por meio da substituicio da maioria das moléculas de maior energia
situadas nas interfaces. Eles contém partes hidrofébicas que ndo interagem
com grande parte do meio aquoso e partes hidrofilicas que interagem com a
maior parte do meio (PIETRO, et al., 2008).

Estas biomoléculas anfifilicas reduzem a tensao superficial na interface
ar/dgua e a tensdo interfacial nas interfaces 6leo/agua (SATPUTE et al., 2010,
BANAT et al., 2010). Os biossurfactantes constituem um grupo de diversas
moléculas sintetizadas por varios géneros microbianos (CAMEOTRA e
MAKKAR, 2004; NITSCHKE et al., 2005) e sado classificados de acordo com
sua composi¢cdo quimica e origem microbiana em: (1) glicolipidios, (2)
lipopeptideos e lipoproteinas, (3) surfactantes poliméricos, (4) surfactantes
particulados e (5) fosfolipidios e acidos graxos (PACWA-PLOCINICZAK et al.,
2011; CAMEOTRA et al., 2010; AMARAL et al., 2010).

Os biossurfactantes oferecem muitas vantagens em relacdo aos
surfactantes de origem sintética, tais como: aceitabilidade ecolégica, pois sao
potencialmente aplicaveis em protecdo ambiental (RAHMAN et al., 2002); baixa
toxicidade e alta biodegradabilidade (COSTA et al., 2006; MAKKAR;
CAMEOTRA, 2002; RAHMAN et al., 2002; ZHANG e XIANG, 2010; IBRAHIM
et al., 2013); efetividade em ampla faixa de temperatura, pH e salinidade, ou
seja, atividade sob condi¢cbes extremas (BANAT et al. 2000; KOSARIC, 2001;
MULLIGHAN, 2005); producéo a partir de fontes renovaveis (NITSCHKE et al.,
2005, BENINCASA et al., 2002); e maior eficiéncia em relacao aos surfactantes
sintéticos (LIMA, et al., 2011).
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A industria petrolifera € o maior mercado para os biossurfactantes, com
aplicagbes que incluem biorremediagédo e dispersdao no derramamento de
Oleos, remocéao e mobilizacdo de residuos de 6leo em tanques de estocagem e
a recuperacdo melhorada de petroleo. Porém, atualmente, as aplicacdes se
distribuem entre os mais diversos setores industriais (PIROLLO, 2006), como
na indastria farmacéutica, de cosméticos, e industrias de alimentos
(RODRIGUES et al.,, 2006; NITSCHKE e COSTA, 2007; LOURITH e
KANLAYAVATTANAKUL, 2009; BANAT et al., 2010; DAS et al., 2010). Eles
também podem aumentar a degradacéo de certos inseticidas quimicos que séo
acumulados no solo agricola (ZHANG et al., 2011; SINGH et al., 2009;
SHARMA et al., 2009; WATTANAPHON et al., 2008; WHITE et al., 2006;
NEILSON et al., 2003).

Dados da literatura indicam 79 géneros de bactérias que podem utilizar
hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono e energia. Foram também
descritos 9 géneros de cianobactérias e 103 géneros de fungos com
capacidade de degradar ou transformar hidrocarbonetos (HEAD et al., 2006;
HASSANSHAHIAN et al.,, 2012). Existem varias patentes depositadas que
descrevem a producéo de biossurfactantes por diversos microrganismos como:
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Bacillus spp., e Candida spp. o que

demonstra sua potencial aplicacéo industrial (SHETE et al., 2006).

Ensaios funcionais realizados anteriormente por Silveira (2010) em
nosso laboratério permitiram a selecdo de clones metagenémicos com
atividade potencial de biossurfactante e o sequenciamento desses clones
geraram sequéncias que apresentaram similaridade com proteinas hipotéticas.
Assim, este trabalho teve como objetivos a subclonagem dos insertos em vetor
de expressdo e a avaliacdo da atividade biossurfactante destas proteinas

visando a posterior caracterizagdo bioquimica.

11



3-OBJETIVOS
3.1- Objetivo Geral

Expressdo heteréloga de genes com potencial biotecnologico
relacionados com a produgéo de biossurfactantes e/ou degradagéo de
hidrocarbonetos a partir de bibliotecas metagendmicas, obtidas de solo

de Jodo Camara (Caatinga) e das margens de um Rio Jundiai (Salino).
3.2- Objetivos Especificos
1- Analisar as sequéncias atraves de ferramentas de bioinformatica;

2- Clonar as ORFs identificadas, cuja funcdo de atividade
biossurfactante ja foi identificada, em vetor pETDuet-1;

3- Realizar ensaios funcionais para avaliar a atividade biossurfactante;

4- Expressar as proteinas de interesse.

4- MATERIAIS E METODOS

As amostras de DNA ambientais, obtidas de solo da caatinga de Joao
Céamara/RN e solo junto as margens do Rio Jundiai/RN (Salino), ambos no RN,
foram isoladas e purificadas para construcdo de bibliotecas metagenémicas.
Sendo essas construidas por fragmentacdo mecanica do DNA ambiental
(sonicacédo), insercdo dos fragmentos em vetor pBC e tendo como bactéria
hospedeira a Escherichia coli (cepa DH10B). Os clones foram submetidos a
ensaios funcionais para detectar a existéncia de genes funcionais com
atividade de producéo biossurfactantes e/ou degradacdo de hidrocarbonetos
(SILVA, 2009; SILVEIRA, 2010).

Os clones, anteriormente selecionados com atividade para
biossurfactante por Silva (2009) e Silveira (2010), foram sequenciados e
tiveram suas sequencias analisadas atraves de ferramentas de bioinforméatica.
Os clones 12A, 12H, 22C e 3C6 que apresentaram ORF’s completas e

similaridade com proteinas hipotéticas, tiveram primers desenhados para
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amplificacdo das ORF’s e posterior subclonagem em vetor pETDuet-1™

(MerckMillipore) para expressédo e funcao das proteinas recombinantes.

4.1- Andalise de sequéncia utilizando ferramentas de bioinformatica

O clone 3C6 teve sua sequéncia de nucleotideos convertida em
sequéncia proteica por meio do programa ORF Finder disponivel no NCBI
(National Center for Biotechnology Information), para encontrar a ORF
completa, contendo coédons de iniciacdo e de parada. Em seguida foi realizada
uma busca no GenBank ndo redundante com auxilio da ferramenta BlastP,

utilizando o parametro PSI-Blast (Position-Specific Iterated BLAST).

As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa MAFFT (KATOH
et al., 2009) versdo 7.0 usando o parametro de alinhamento L-INS-i. Para a
analise filogenética foi realizado um teste do modelo de substituicdo com
auxilio do programa MEGA-5 versao 5.2 (TAMURA et al.,, 2011). O passo
seguinte foi realizar a reconstrucdo filogenética empregando o método
Neighbor-joining e o teste Bootstrap com medida de suporte com adicdo de 500
repeticdes, para verificar a consisténcia e confianca nas topologias, e o0 modelo

de Jones-Taylor-Thornton (JTT) mais distribuicdo gamma 0,78.

Foi também realizada uma pesquisa por proteinas homélogas através de
dois diferentes servidores online: o PHYRE 2 e o HHPred. Ambos realizam
buscas por proteinas homdlogas com estruturas preditas através de algoritmos
baseados em alinhamentos HMM-HMM (Modelos ocultos de Markov). Ocorre
busca da sequéncia versus estruturas molde compativel para predicdo de um
modelo (SODING, 2005; KELLEY e STERNBERG, 2011).

4.2- Desenho de primers

Para isolar as ORF’s através de amplificagao, foram desenhados primers
especificos. O primer foward contendo o cédon de iniciacdo e o primer reverse
contendo o codon de terminacao, além dos sitios de restricdo para as enzimas
(Tabela 1). As enzimas foram escolhidas de acordo com o vetor de expressao

utilizado, nesse caso, o pETDuet-1, de forma que apds a subclonagem, o vetor
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permita a expressao da proteina fusionada com uma cauda de histidina na sua

extremidade carbéxi-terminal para facilitar posterior purificacao.

Tabela 1- Sequéncias dos primers. Sitios de restricdo em negrito. Cédons de iniciagdo (FW) e

terminag&o (RV) sublinhados.

Sequéncias primers (Foward e Reverse)

FW5’- CGTCTCCCATGCGTATCTGTCCGCACATT- 3"
12A RV3’- CTCGAGTCAGTGATGATGATGGTGATGTGTAGGTTGTGCGGCCCGAACGTCC- 5

FW5’ - CGTCTCCCATGGGGCCTCCTGCGACGCGG—3°
22C RV3’ - GTCGACTCAATGGTGATGGTGATGATGCCCCTGCCGCGCAGGGTGACGATG - 5"

FW5" - CGTCTCCCATGCGACATCACACATTCCATCAGC - 3"
12 H RV3’ - CTCGAGTCAATGGTGATGGTGATGATGCAAGCCTATTGGTGCTTGGGCATCC— 5"

FW5’ - GGTCTCCCATGAGTGATCAATATCTAGATT — 3°
3C6 RV3' - AAGCTTTTAGTGATGATGGTGATGATGAGTCGAGTCCTGACCCGCTTTGCT -5

4.3- Amplificagao das ORF’s, purificacédo e clonagem

Os clones das bibliotecas obtidos anteriormente foram construidos em
vetor pBC SK (Stratagene) tendo a Escherichia coli (cepa DH10B) como
bactéria hospedeira. Para isolamento dos insertos (clones 12A, 12H, 22C e
3C6) do vetor pBC SK (Stratagene), foi realizada a amplificacdo das ORF’s
através de PCR.

A PCR foi realizada com todos os clones utilizando os primers
especificos, visando amplificacdo da ORF de interesse e posterior clonagem no
vetor pCR®-Blunt (Invitrogen). As reacdes de PCR foram realizadas em volume
final de 20 pl contendo 0,2 uM de cada primer, 50 ng de DNA, 1,5 mM de
dNTPs, 2 U de Phusion HF DNA polimerase, 1 X buffer HF Phusion (NEB) e
agua ultrapura autoclavada para completar o volume. O DNA gendmico foi
inicialmente desnaturado a 98 °C por 2 min e a amplificacdo por 35 ciclos
constituido dos seguintes passos: (1) desnaturacéo a 98 °C por 10 segundos,
(2) anelamento a 63,4 °C por 30 seg, (3) extensdo a 72 °C por 30 seg. A

extensao final foi realizada 72 °C por 5 min.
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Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1%, 40 mA. Como padrdo de peso molecular foi usado o 1 Kb DNA

ladder (Promega).

Em seguida foi realizada a purificacdo dos fragmentos obtidos na PCR
através do GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas), de acordo com a
metodologia sugerida pelo fabricante. A quantificacdo dos produtos da

purificacéo foi realizada no espectrofotémetro tipo nanovue (GE Heathcare).

Os fragmentos de interesse gerados na PCR, foram clonados no vetor

pCR®-Blunt (Invitrogen), seguindo-se a metodologia sugerida pelo fabricante.
4.4- Preparacéo de células competentes

Células competentes para transformacédo por choque térmico foram
preparadas conforme descrito em Sambrook (2001). A cepa de Escherichia coli
DH5a isolada foi inoculada em 3 mL de meio SOB e crescida sob agitacdo a 37
°C por 16-18 h. A cultura foi transferida para um erlenmeyer de 1L contendo
100 mL de meio LB (Luria-Bertani), e incubado a 37 °C até atingir a densidade
optica (ODggo) entre 0,4-0,5 (fase exponencial de crescimento). A cultura foi
entdo transferida para 2 tubos conicos de 50 mL previamente resfriados (as
células foram mantidas no gelo em todas as etapas) e incubados por 30 min
em gelo. Apés, os tubos foram centrifugados por 10 min, a 4000 rpm a 4 °C, o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em 30 mL de
cloreto de calcio 100 mM estéril e gelado por agitacdo suave e mantido por
mais 30 min em gelo. Uma nova centrifugacdo foi realizada nas mesmas
condicBes descritas anteriormente, o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de
cloreto de calcio 100 mM estéril gelado através de agitacdo suave e incubado
novamente por 30 min em gelo. As células foram mantidas durante 16-18 h a 4
°C. No final, adicionou-se 850 uL de glicerol 50% e fizeram-se aliquotas de 50

ML que foram armazenados a -80 °C.
4.5- Transformacé&o bacteriana por choque térmico

Para a transformacéo bacteriana por choque térmico, foram adicionado 5
ML do produto de cada reacéo de clonagem em pCR®-Blunt (Invitrogen) a 50

ML de células competentes. As reagdes foram incubadas em gelo durante 15
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min, em seguida colocadas em banho-maria a 42 °C por 1 min. Adicionou-se
500 uL de meio SOC as reag0es e estas foram incubadas a 37 °C durante 1 h
sob agitacdo de 180 rpm. As células foram depois plagueadas (250 pL) em
meio LB agar contendo antibiético canamicina (50 mg/mL) e incubadas em
estufa a 37 °C por 16 - 18 h.

4.6- Digestéo para confirmacéao da presenca do inserto

O DNA plasmidial dos clones 22C, 12H, 12A e 3C6 foi submetido a
dupla digestdo para confirmacdo da presenca do inserto. A digestdo foi
realizada em volume final de 20 pl contendo 0,1 pg de DNA, 20U de cada
enzima especificas para cada clone (Tabela 2), BSA 1 X, tampéao 1 X NEB3 e
(NEB2 para 3C6) e agua ultrapura autoclavada para completar o volume. As
reacoes foram incubadas a 37 °C por 2 h com a enzima 1, decorrido o tempo,
adicionou-se a reacdo a enzima 2 e as condi¢cdes descritas anteriormente

foram repetidas.

Tabela 2- Clones e enzimas de restricdo especificas usadas nas respectivas digestoes.

cores | —evim1 ez

12A BsmBl (Biolabs) Xhol (Biolabs)
22C BsmBI (Biolabs) Sall (Biolabs)
12 H BsmBl (Biolabs) Xhol (Biolabs)
3C6 Bsal (Biolabs) HindIll (Biolabs)

O vetor pETduet-1™ (MerckMillipore) também foi digerido para gerar
extremidades adequadas a ligacdo ao inserto, a reacdo foi realizada em
volume final de 100 pL contendo 12 pg do vetor, 20 U da enzima EcoRV
(Biolabs), BSA 1 X, tampédo NEB3 (Biolabs) e agua ultrapura autoclavada para

completar o volume. A reacdo foi incubada a 37 °C por 2 h.

Os produtos da digestao foram avaliados através de eletroforese em gel
de agarose 1%, 40 V, 40 mA e posteriormente purificados com o GeneJET™

Gel Extraction Kit (Fermentas), conforme as instru¢des do fabricante.
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4.7- Tratamento das extremidades

Foi necesséario gerar extremidades cegas, tanto no vetor como no
inserto, e fosforilar a extremidade 5 dos fragmentos. Na reacdo de
polimerizagao foi utilizado: 1,5 pg de DNA e vetor, 1 X tamp&o NEB2 (Biolabs),
0,5 mM de dNTPs, 2 U de enzima T4 DNA Polimerase (Biolabs) e agua
ultrapura autoclavada para o volume final de 40 pL. A reacéo foi mantida a 12
°C por 30 min e logo apds a 75 °C por 20 min, para inativacdo da enzima. Para
a reacao de fosforilagdo, foi adicionado ao mesmo tubo da reagéo anterior: 1 X
tampdao da quinase (Biolabs), 2 mM de ATP, 10 U de T4 Polinucleotide quinase
(Biolabs) e agua ultrapura autoclavada para o volume final de 80 pL. A reacdo
foi incubada por 10 min a 37 °C e, para inativagcdo da enzima, a reacao foi

mantida a 65 °C por 10 min.
4.8- Ligacao ao vetor de expressao

A ligacdo do inserto ao vetor de expressdo se deu na proporcao 3:1
(inserto: vetor). Assim, para a reacao foi utilizado 0,02 pg do vetor pETDuet-1
(fig 1), 0,07 ug de DNA (inserto), 4 U de T4 DNA Ligase (Biolabs), tampéo 1X
da Ligase (Biolabs) e agua ultrapura autoclavada para o volume final de 10 pL.

A reacéo foi mantida a 16 °C por 16-18 h.
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Figura 1. Mapa fisico do vetor de expressido pETDuet-1.
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4.9- Transformacdo em cepa Rosetta ™ (DE3)

A ligacéo do inserto ao vetor (3C6-pETDuet) obtida foi transformada por
choque térmico na cepa de E. coli denominada Rosetta™(DE3), utilizada como
0 sistema de expressdo heter6logo. O preparo das células competentes e a
transformacdo foram realizados conforme ja descrito nos itens 4.4 e 4.5,

respectivamente.

4.10- Confirmacéao da transformacao

Oito colbnias resultantes da transformacdo foram selecionadas
aleatoriamente para confirmacéo da presenca do inserto. Primeiramente o DNA
plasmidial foi extraido utilizando o GeneJET Plasmid Miniprep Kit, seguindo
instrucdes do fabricante. Foi aplicado ao gel de agarose 0,7% para confirmar a
extracdo e seus relativos tamanhos. Com os produtos da extracao foi feita uma
PCR com os primers especificos, para também confirmar a eficiéncia da

clonagem com a amplificagdo da regido de interesse.
4.11- Inducéo da expressao

O clone 3C6/pETDuet-1 foi inoculado em 5 mL de meio LB liquido
contendo os antibitticos: ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL),
permanecendo sob agitacdo (180 rpm), a 37 °C por 16-18 h. O pré-in6culo (0,5
- 1 mL) foi usado para inocular 30 mL de LB+antibi6ticos que ficou sob agitacédo
(180 rpm, 37 °C), até atingir a fase exponencial de crescimento ODggo,
correspondendo a 0,45-0,60. Uma aliquota da cultura ndo induzida foi retirada
e centrifugada por 10 min a 12.000 rpm (controle negativo). A expressao da
proteina  foi induzida por adicio de IPTG  (isopropil-B-D-1-
tiogalactospiranosideo) na concentragéo final de 1 mM, sob agitacdo 180 rpm a
37 °C por 16 h. Em seguida, a cultura foi centrifugada durante 10 min a 8.500
rpm, o sobrenadante foi descartado e o precipitado celular armazenado a -20
°C.

4.12- Anédlise das proteinas utilizando eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)
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As proteinas expressas em E. coli foram analisadas por eletroforese em
gel desnaturante de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970). As
amostras proteicas referentes a inducédo da expressao foram solubilizadas em
20 pL de tampéao laemmli, aquecidas a 95 °C durante 5 min e aplicadas no gel
de poliacrilamida a 12% contendo SDS. A eletroforese foi realizada a 200 mV e
70 mA por 40 min, utilizando o Mini-Proteome SDS-PAGE (Bio-rad). Ap6s a
corrida, o gel foi corado em solucéo azul de Coomassie R-250 e descorado em
solucdo contendo 40% de metanol e 10% de acido acético glacial em agua

destilada.
4.13- Imunodeteccédo (Western Blot)

As proteinas separadas na eletroforese foram transferidas para uma
membrana de PVDF, utilizando-se o equipamento Mini Trans-Blot ® Cell (Bio-
Rad). A membrana estava equilibrada em tampéao de transferéncia 1 X (20% de
metanol, 10% de tampao tris/gli 10 X, 70% de &gua), e a transferéncia ocorreu
a 90 V por 120 min. A membrana foi bloqueada em solucéo bloqueadora (5%
de leite desnatado em solucdo salina de TBS contendo 0,1% de Tween —
TBST) e posteriormente incubada, sob agitagcdo, com o anticorpo monoclonal
Anti-His® (1:3000, Invitrogen) por 16-18 h. Em seguida, trés lavagens de 10
min foram realizadas e um anticorpo secundario monoclonal especifico para
cadeia pesado do IgG de camundongo, ligado a uma peroxidase foi utilizado
(1:5000, Southern Biotech), para deteccdo da proteina especifica. Para
revelacdo dos filmes contendo a marcacao das proteinas, as membranas foram
submetidas a uma reacdo de quimioluminescéncia dependente da ativacdo da
peroxidase presente no anticorpo secundario. A revelacao foi feita utilizando o

AP conjugate substrate Kit (Bio-Rad), seguindo as instru¢des do fabricante.

4.14- Ensaios para confirmagcdo da atividade de biossurfactante e
degradacédo de hidrocarbonetos

Para confirmar se os clones transformados possuiam atividade de
biossurfactante e biodegradacdo de hidrocarbonetos, foram realizados ensaios
apos inducdo da expressdo. Existem diversos fatores que podem afetar a
producdo de um Dbiossurfactante, destacando-se: temperatura, pH,

componentes do meio de cultivo, fonte de carbono, estresse bacteriano,
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aeracao, entre outros. Sendo assim, as condi¢cdes de cultivo foram otimizadas
para verificar aquela em que o clone apresentaria melhor indice de
emulsificacdo. As condicOes testadas foram: temperaturas (16 °C e 37 °C),
meios de cultura (LB e YPG - yeast peptone glucose), volumes (50 mL, 60 mL
e 70 mL), tempos de inducédo (4 h, 16 h, 18 h e 24 h), indugcdo com IPTG em
duas determinadas ODgg (0,04 € 0,4).

A metodologia seguiu idéntica para todas as condi¢des citadas. Para
isso, uma colbnia isolada do clone 3C6 e do vetor vazio pETDuet-1 foram
crescidas, a 37 °C por 16-18 h sob agitacdo de 180 rpm, em 10 mL meio (LB
ou YPG) contendo os antibioticos ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol (34
pg/mL). Depois de 16 — 18 h de crescimento, 1 mL de cada cultura foi
transferido para erlenmeyers com diferentes volumes (50 mL, 60 mL e 70 mL)
de meio de cultura e antibiéticos e incubados a 180 rpm a temperatura (16 °C e
37 °C) até atingir as ODggo (0,04 e 0,4), com ODgpo= 0,4 correspondente a fase
exponencial de crescimento. Em seguida foi adicionado 1 mM de IPTG e apés
4 h, 16 h, 18 h e 24 h de inducado foram retiradas aliquotas para o ensaio de

emulsificacao.

A condi¢cdo na qual o clone apresentou melhor indice de emulsificacédo
foi selecionada para realizacdo dos demais testes de atividade emulsificante e

de degradacéao de hidrocarbonetos.
4.14.1- Ensaio de emulsificacéo

Ensaio baseado na capacidade de emulsificacdo dos biossurfactantes,
sendo desenvolvido por Cooper e Goldenberg (1987). E utilizado para
expressar a capacidade do biossurfactante produzido em emulsificar
hidrocarbonetos a partir do calculo do indice de emulsificacdo, sendo esse
calculado ap0s 24 h da realizacdo do ensaio (E24%). O indice de emulsificacéo
é calculado como a raz&o entre a altura da camada de emulséo e a altura total

do sistema multiplicado por 100, como mostrado na equagao:

E24% = altura da camada emulsificada x 100
altura total do sistema
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O ensaio foi realizado de acordo com Igbal et al. (1995), com algumas
modificagdes. Em um tubo teste foram adicionados 2 mL de querosene, 2 mL
da cultura ou sobrenadante (obtido apds centrifugacdo de 2 mL da cultura, a
13.000 rpm, por 10 min a temperatura ambiente) e 200 pL do corante azul de
metileno (0,05%), para melhor visualizacdo das fases. Os ensaios foram
realizados em triplicatas e o SDS 1% foi utilizado como controle positivo. Os
tubos foram agitados em vortex por 2 min e apés 24 h, o indice de

emulsificacao foi calculado.

4.14.2- Determinagao da atividade emulsificante

Para a determinacgéo da atividade de emulsificacédo, foi seguido o ensaio
proposto por Cirigliano e Carman (1984). Para tanto, foram adicionados em
tubos testes: 2 mL da cultura ou sobrenadante (obtido pela centrifugacédo a
10.000 rpm, por 15 min a 5 °C) do clone 3C6 e do vetor vazio pETDuet-1, 2 mL
de acetato de sodio (0,1M e pH 3) e 1 mL de querosene. Os tubos foram
agitados por 2 min em vortex e ap6s 10 min, coletou-se apenas a emulséo,
para realizar a leitura da absorbancia em leitor de microplaca (BIOTEK) usando
um comprimento de onda de 540 nm. O valor de absorbancia é apresentado
em UAE (Unidade de Atividade de Emulsificacdo). O ensaio foi realizado em
duplicatas, o SDS 1% foi utilizado como controle positivo e 0 meio LB como

controle negativo.
4.14.3- Ensaio de degradacéo de hidrocarbonetos

O ensaio de degradacédo de hidrocarbonetos foi realizado em placa de
poliestireno com 24 pocos contendo 1,8 mL de LB + antibiéticos, 100 pyL da
cultura ou sobrenadante respectivo e 20 pL de petrdleo bruto (SILVA, 2009). A
placa contendo triplicatas, tanto do clone como do vetor vazio, foi mantida na

estufa a 30 °C durante 15 dias e fotografada ao longo do tempo.
4.15- Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando o programa Prism 5.0 (GraphPad,

San Diego, CA, USA). Para os ensaios de emulsificacdo e de atividade de
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emulsificante, diferencas entre dois grupos foram analisados com o unpareid t
test quando a distribuicdo era normal. Os dados estdo expressos como média e
erro padrdo. Para todos os testes estatisticos, valores obtidos com o p < 0,05

foram considerados significativos.

5-RESULTADOS
5.1- Andlise de sequéncia usando ferramentas de bioinformatica

A pesquisa de sequéncias no GenBank resultou na selecdo de 14
sequéncias de proteinas hipotéticas representantes da familia
Halobacteriaceae com uma média de 290 a 320 aminoacidos, como pode ser
visualizado na fig 2. A melhor similaridade encontrada foi com uma proteina
hipotética de Haloferax lucentense, com identidade de 93%, e-value igual a 0.0 e

similaridade de 96%.
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Figura 2. Alinhamento utilizando as sequéncias mais intimamente relacionadas & sequéncia da
proteina hipotética do clone 3C6. Todas as sequéncias de proteinas hipotéticas sdo de

representantes da familia Halobacteriaceae.

A arvore obtida foi visualizada e editada no MEGA-5. Como mostrado na

fig 3, a proteina esta incluida em um ramo, juntamente com as proteinas de

arqueias halofilicas Haloferax lucentense e Halelubrum litoreum, com elevado

blootstrap, sendo esse parametro um indicativo da confiabilidade do resultado.
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Figura 3. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento destacando a proteina hipotética e a
maior similaridade com proteinas de trés espécies pertencentes a mesma familia.

A sequéncia foi analisada nos servidores online HHpred e PHYRE 2 e
sua estrutura foi predita. No HHpred (fig 4) os melhores hits foram
semelhantes estruturalmente a proteinas hipotéticas e rubredoxina,
respectivamente, apresentando a segunda uma probabilidade de alinhamento
de 74% e e-value de 1,4. O PHYRE 2 (fig 5) também apresentou homologia

estrutural a proteina rubredoxina.
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Ne Hit Prob EZ-value P-value Score S5 Cols Query HMM Template HMM
1 2mé6c_A Uncharacterized protein £80.1 0.88 2.7E-05 32.7 1:9 32 247-28¢ 4-35 (48)
2 33j21_3j 505 ribesomal protein L 74.7 2.1 €.€E-05 34.4 229 43 24z-234 3-75 (54)
3 4rxn AJRubredoxin; electron tr 74.5 1.4 4.3E-05 32.0 1.8 31 246-287 2-4¢ (54)
4 1ykx4 AJRubredoxin, RD; electre] 74.0 1.5 4.5E-05 31.8 1.¢ 30 247-287 2-45 (52)
5 6rxn AJRubredoxin; electren tr] 72.8 1.8 4.52-05 30.%9 l.¢e 31 24e-287 3-40 (4@)

Figura 4. Analise da sequéncia obtida pelo servidor online HHPred. Em destaque a similaridade

obtida com a rubredoxina.

# Template  Alignment Coverage 3D Model .d. Template Information

Fold:Rubredoxin-like
3 diffkw Alignment S 634 30 Superfamily:Zn-binding ribosomal proteins
Family:Ribosomal protein L37ae

Figura 5. Analise da similaridade estrutural prevista para a proteina recombinante usando o

servidor online PHYRE 2. Similaridade estrutural a rubredoxina.

5.2 — Subclonagem em vetor de expressao

Os clones 12A, 12H, 22C e 3C6 foram escolhidos para subclonagem em
vetor de expressao pETDuet-1, pois apresentaram melhor resultado nos testes
funcionais realizados anteriormente por Silveira (2010). Todos os clones
exibiram similaridade com proteinas hipotéticas, quando comparados ao banco
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information), o que pode
indicar que se trata de novas proteinas. No entanto, até o momento, o clone
3C6 foi 0 que apresentou resultado positivo para todas as metodologias
desenvolvidas. Os outros clones se encontram no vetor pCR®-Blunt, e os

experimentos estdo em andamento.

O inserto do clone 3C6 pode ser observado na fig 6. Apdés a digestdo
para retirada do vetor pCR®-Blunt e purificacdo a partir do gel de agarose,
apresentou o tamanho esperado de 827 pb, comparado ao marcador 1 Kb DNA

ladder (Fermentas).
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Figura 6. Inserto purificado a partir do gel de agarose apés digestdo para retirada do vetor
pCR®-Blunt. O inserto destacado estd de acordo com o tamanho esperado de 827 pb. M.
Marcador molecular 1kb ladder (Fermentas).

A confirmacédo da ligacdo do vetor de expressdo pETDuet-1 ao inserto,
depois da transformacgédo bacteriana em cepa Rosetta, pode ser confirmada
pela PCR de colbnia (fig 7). Na PCR foram utilizados os primers especificos

para amplificacdo do inserto.

Figura 7. Eletroforese dos produtos da PCR utilizando primers especificos para amplificacdo do
inserto. M. Marcador molecular 1 Kb ladder (Fermentas). 1. Controle negativo (agua). 2 a 9.

Produtos de PCR do clone 3C6 escolhidos aleatoriamente.

5.3- Inducéo da expressao e imunodeteccao

A indugcdo das células Rosetta contendo o plasmidio de interesse

resultou na producdo da proteina hipotética. A possivel proteina foi ligada a
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cauda de seis histidinas em sua porcao N-terminal para permitir a deteccéo por
imunoblotting e a posterior purificacdo por cromatografia de afinidade. O perfil
de expressdo pbde ser visualizado através do western blot utilizando o
anticorpo primario especifico para cauda de histidina. A inducéo se deu por até
24 h, retirando amostras em diferentes tempos (4 h, 18 h, 20 h e 24 h), como
pode ser observado na fig 8. O produto proteico corresponde ao extrato total e

0 peso molecular aproximado da proteina é de 34 kDa.

Figura 8. Imunodeteccdo mostrando o produto proteico com diferentes tempos de indugcéo. M.
Marcador de peso molecular Broad Range de 202 kD (Bio-rad). 1. Proteina com peso
molecular conhecido de 37 kDa e com his-tag, utilizada como controle. 2 e 3. Indugéo por 24 h.

4 e 5. Inducéo por 20 h. 6 e 7. Inducéo por 18 h. 8 e 9. Inducéo por 4 h.

5.4- Otimizacéo do cultivo para producéo de emulséo

Uma das principais caracteristicas de um bom biossurfactante é a
capacidade de emulsionar liquidos ndo misciveis. A condicéo ideal para melhor
producdo de emulsdo foi determinada apds realizacdo do ensaio de
emulsificacdo com todas as condi¢cOes estabelecidas. Para cada condigéo, a
cepa transformada com o vetor vazio foi utilizada como controle negativo. A
tabela 3 mostra as condi¢cdes que apresentaram algum indicio da producgéo de
emulsdo, com o resultado da média de E24%. A condigéo 1 se refere a adicédo
de 1 mM de IPTG quando a cultura atingiu DOgyo= 0,04, e a condicdo 2 é
referente a adicdo de 1 mM de IPTG quando a cultura atingiu uma DOggo= 0,4.
As duas condigdes ocorreram a 37 °C, utilizando o meio LB em um volume de

50 mL. E como pode ser observado, o maior E24% do clone foi obtido apo6s
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inducao de 24 h. O ensaio foi realizada em triplicata e o resultado apresentado

€ uma média dos valores.

O querosene nao emulsionado e emulsionado pelo clone 3C6 em
algumas das condi¢Oes descritas, pode ser observado na fig 9. O clone né&o
produziu emulsdo a 16 °C e no meio YPG, assim como a cepa transformada
com vetor vazio. Para as condi¢cdes em que o clone ndo apresentou emulséo, o

resultado se manteve semelhante.

Figura 9. Produc&o da emulsdo em diferentes condi¢des. 1. Controle, vetor vazio. 2. Cultura
crescida a 16 °C por 24 h. 3. Sobrenadante livre de células crescido a 37 °C por 4 h. 4. Cultura
crescida a 16 °C por 18 h. 5. Cultura crescida a 37 °C por 18 h. 6. Sobrenadante livre de
células crescido 24 h. 7. Condigéo 1, cultura, 18 h. 8. Condicéo 2, sobrenadante, 18 h 9 a 11.

Condicao 2, cultura, nos tempos 4 h, 18 h e 24 h, respectivamente.

Tabela 3- Média do indice de emulsificacdo E24% obtido em diferentes condi¢des de cultivo
pelo clone 3C6 e controle (sem inserto).

Condicao 1 Condigao 2
Tempo
de Cultura Sobrenadante Cultura Sobrenadante
indugdo
com Controle | Clone | Controle | Clone | Controle | Clone | Controle | Clone
IPTG
(horas)
18 0 31,06 0 36,6 0 35,5 0 15,5
24 0 41,1 0 29,9 32,2 51,1 0 47,7
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5.5 -Ensaio de emulsificacao

O ensaio foi realizado com diferentes tempos de inducao, temperaturas
e aearacdo. A melhor emulsificagéo foi obtida apos 24 h de inducéo utilizando
IPTG, para cultura e o sobrenadante, como pode ser observado na fig 10. As
medicdes foram realizadas 24 h apés a realizacdo do ensaio e se mantiveram
constantes por meses, com pouca alteracdo, fig 12. As células transformadas
com o vetor vazio pETDuet-1 formaram emulsdo, porém o indice de
emulsificacdo apresentado pelo clone contendo o inserto foi superior e
comparavel ao obtido pelo controle positivo SDS 1% (fig 10), pode ser
comprovado pelo resultado do calculo do indice de emulsificacdo (E24%),

representado na fig 11.

Controle

Vetor vazio Clone 3C6

positivo- SDS

A

Controle
Vetor vazio positivo- SDS Clone 3C6

B

Figura 10. Ensaio de emulsificagdo. A) Cultura. Células transformadas com o vetor vazio
(esquerda), SDS 1% (centro) e clone 3C6 (direita). B) Sobrenadante livre de células. Vetor

vazio (esquerda), SDS 1% (centro) e clone 3C6 (direita).
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A andlise estatistica mostrou que os valores do indice de emulsificacéo

do clone 3C6 foram significativos com
fig 11.

p < 0,0001, como pode ser mostrado na

60-
Fkk . 3 3C6
—— @l pETDuet-1
40-
L
)
AN
L
20-
O M.
Cultura Sobrenadante

Figura 11. indice de emulsificacdo. Comparac&o entre a cultura e o sobrenadante do clone 3C6

contra o vetor vazio pETDuet-1. *** p < 0,0001.

ApOs 6 meses da realizacao

emulsdo produzida, enquanto que o

do ensaio, o clone manteve estavel a

controle positivo e o vetor vazio néo

mantiveram a emulséo estavel, como pode ser observado na fig 12.
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Controle positivo- Clone 3C6

Vetor vazio

. Controle positivo-
Vetor vazio Clone 3C6

Figura 12. Ensaio de emulsificacdo, 6 meses apds sua realizagdo. A) Cultura. Células

transformadas com o vetor vazio (esquerda), SDS 1% (centro) e clone 3C6 (direita). B)

Sobrenadante livre de células. Vetor vazio (esquerda), SDS 1% (centro) e clone 3C6 (direita).

5.6- Atividade de emulsificacao

O ensaio mostrou que quanto maior a densidade O6ptica, maior € a
atividade de emulsificacdo, como pode ser observado na fig 13. O controle
positivo SDS 1% possui atividade emulsificante e alcangcou um valor igual 2,61
de absorbancia. O meio LB puro utilizado como controle negativo, apresentou
pouca ou nenhuma atividade. O clone 3C6 mostrou atividade de emulsificacdo
proxima a do controle positivo (SDS 1%), tanto na cultura como no
sobrenadante, sendo estes estatisticamente significativos em relacdo ao
controle negativo. O vetor vazio pETDuet-1 apresentou valores inferiores, tanto
para a cultura quanto para o sobrenadante, como pode ser mostrado na fig 13.
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Figura 13. Atividade emulsificante. Clone 3C6 e vetor pETDuet-1, tanto a cultura como o
sobrenadante. SDS foi usado como controle positivo e o meio LB puro como controle negativo.
*** < 0,0001.

5.6- Ensaio de degradacao de hidrocarbonetos

O ensaio de degradacdo de hidrocarbonetos mostrou que o clone 3C6
foi capaz de degradar o petréleo, provavelmente devido a sua habilidade de
sintese de biossurfactante. Tanto as células transformadas com o vetor
carregando o inserto, durante 24 h com IPTG, como o sobrenadante
apresentaram indicios de degradacéo, como pode ser observado na fig 14 A. O
controle negativo, contendo células transformadas com o vetor vazio pETDuet-
1 ndo apresentou degradacdo em nenhuma das amostras contendo

hidrocarbonetos, fig 14 B.
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Figura 14. Ensaio de degradacdo de hidrocarbonetos. A) Clone 3C6 mostrando a cultura
(esquerda) e o sobrenadante (direita) no 1° dia e no 15° dia evidenciando a degradacdo de
hidrocarbonetos, como indicado pelas setas. B) Vetor vazio pETDuet-1 mostrando a cultura
(esquerda) e o sobrenadante (direita) no 1° dia e no 15° dia, ndo apresentando atividade de

degradacéo.
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6- DISCUSSAO

O presente trabalho propdés a clonagem de ORF’s identificadas
anteriormente por Silveira (2010), envolvidas no processo de degradacéo de
hidrocarbonetos e na sintese de biossurfactantes. No presente estudo, 12
clones foram testados para producao de biossurfactantes, a partir de diferentes

ensaios, e 9 clones apresentaram atividade positiva.

Varios estudos comprovaram que a abordagem metagendmica se tornou
uma excelente ferramenta para acessar a biodiversidade genética dos
organismos. Diversos genes com potencial biotecnolégico ja foram encontrados
em bibliotecas metagen6micas, no entanto, ndo se tem relato de proteinas com
atividade biossurfactante ou de uma proteina participante de alguma via que
produza surfactante, isoladas a partir de uma abordagem metagenbémica. A
maioria dos estudos apenas descrevem microrganismos isolados a partir de
cultura pura, principalmente os géneros Pseudomonas e Bacillus (OCHSNER
et al., 1994; CHAVEZ et al., 2005; HSIEH et al., 2004). Adicionalmente n&o ha
registro na literatura de investigacdo relacionada com a producdo de
biossurfactantes usando clones derivados de bibliotecas metagenémicas, o que
torna ainda mais relevante os resultados obtidos neste trabalho.

Trabalhos recentes realizados no LBMG comprovaram o potencial das
bibliotecas metagenémicas na busca de genes com potencial biotecnoldgico.
Em seu trabalho, Melo (2012) encontrou 8 clones com atividade de degradacéo
de hidrocarbonetos em uma biblioteca de eDNA da microbiota estuarina.
Enquanto Silva (submetido) caracterizou uma nova exonuclease derivada de

uma biblioteca de Jodo Camara (Caatinga).

A producéo de biossurfactante pelo clone 3C6 foi confirmada através de
trés metodologias: ensaio de emulsificacdo, determinacdo da atividade
emulsificante e de degradacéo de hidrocarbonetos. Os resultados obtidos nos
ensaios sugerem que a melhor fase de crescimento em que ocorre a liberagéao
do composto se da apdés 24 h de inducédo, periodo em que ha maior
probabilidade de acumulo de metabdlitos. A andlise de sequéncia revelou uma
ORF completa de maior similaridade com proteinas hipotéticas, o que pode

evidenciar uma proteina ainda ndo descrita nos bancos de dados.
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O clone 3C6 foi obtido de uma biblioteca metagenémica construida a
partir de um rio salino. Em geral, os microrganismos produtores de
biossurfactantes séo isolados de locais contaminados com hidrocarbonetos, no
entanto existem relatos de produtores isolados de locais ndo contaminados
(JENNINGS et al. 2000). Apesar do clone 3C6 constituir um sistema de
expressao heteréloga em células de Escherichia coli, Pruthi e Cameotra (1997)
bem como Lee et al. (2007) relataram a inabilidade de Escherichia coli em
produzir biossurfactante, através da avaliacdo da hidrofobicidade e tensao
superficial, respectivamente. Sendo assim, essa capacidade foi adquirida
devido, provavelmente, a presenca do inserto derivado da biblioteca

metagendmica de rio salino.

Uma das principais funcgBes do biossurfactante € a capacidade de
emulsificar e solubilizar hidrocarbonetos. Um biossurfactante pode ser avaliado
pela sua habilidade emulsificante e pela capacidade de reduzir a tensédo
superficial, porém essas duas caracteristicas ndo estdo correlacionadas
(YOUSSEF et al., 2004). Dois importantes parametros na avaliacdo do poder
emulsificante sdo o indice de emulsificacdo (E24%) e a estabilidade da
emulsdo (COOPER e GOLDENBERG, 1987; ABU-RUWAIDA et al. 1991;
COSTA, 2005; NITSCHKE e PASTORE, 2006). Os biossurfactantes de alto
peso molecular estdo em geral associados a producao de emulsédo, enquanto
que os de baixo peso molecular estdo associados a reducdo da tensdo
superficial (CHRISTOFI e IVSHINA, 2002; RON e ROSENBERG, 2002, LANG,
2002; SULLIVAN, 1998; ROSENBERG, 1999). Biossurfactantes com elevado
peso molecular sdo conhecidos por suas propriedades emulsificantes que
atuam no aumento da recuperacdo e mobilidade de 6leo pesado (BANAT et al.,
2010). Serdo ainda realizados ensaios para verificar a capacidade do

biossurfactante produzido pelo clone 3C6 em reduzir a tenséo superficial.

O clone 3C6 ap6s subclonagem em vetor de expressdo foi capaz de
produzir uma emulsdo estavel em querosene por mais de 24 h e apds 6 meses
da realizacdo do ensaio, tanto nos testes realizados com a cultura (meio de
cultivo) como no sobrenadante livre de células. Um bom emulsificante esta
descrito como sendo capaz de formar emulsdo com hidrocarboneto, e esta
deve se manter estavel por 24 horas ou mais (WILLUMSEN e KARLSON,
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1997). Neste trabalho, o valor maximo de emulsificacdo utilizando querosene
como fonte de hidrocarboneto foi de 50%, tanto no teste realizado com a
cultura (meio de cultivo) como com o sobrenadante livre de células. Alguns
trabalhos ja relataram valores de 50% para o indice de emulsificacéo utilizando
0 querosene comercial como fonte de hidrocarboneto (BENINCASA, 2004;
BATISTA et al. 2006; BICCA et al. 1999). Haba et al. (2000) mostrou o indice
de emulsificacdo variando de 12 a 64% para 0 metabdlito sintetizado por
diversos tipos de Pseudomonas.

Segundo alguns autores, bactérias com atividade biossurfactante
produzem emulsdes estaveis apdés 24 h (E24%), pelo fato de produzirem
substancias anfifilicas (MESQUITA, 2004; BANAT et al., 2000, NITSCHKE e
PASTORE, 2002). A capacidade para estabilizar uma emulsdo é uma indicagédo
de que o microrganismo produz biossurfactante (BATISTA et al., 2006) e uma
boa atividade de emulsificacdo € fundamental na aplicabilidade dos
biossurfactantes (BANAT et al., 2000).

O fato de o sobrenadante livre de células do clone 3C6 apresentar a
capacidade de emulsionar o querosene, como mostrado na figura 7, é
interessante do ponto de vista biotecnolégico, pois facilitaria os passos de
purificacdo. Nesse caso, o produto possivelmente estd sendo liberado no meio
extracelular, o que diminuiria 0s custos com as etapas de purificacdo
(ABOUSEOUD et al., 2008).

A atividade de emulsificacdo do clone 3C6 apresentou maior densidade
Optica de 2,15 e 2,24, para a cultura e sobrenadante, respectivamente. Quanto
maior a densidade 6ptica, maior serd a atividade emulsificante. O surfactante
denominado emulsan é sintetizado por bactérias do tipo Acinetobacter
calcoaceticus e tem sido comercializado para recuperacao e tratamento de
areas contaminadas por hidrocarbonetos (ASSADI, et al., 2010). O emulsan
atinge uma densidade 6ptica de 2,44 a 600 nm (LANG, 2002), que quando

comparada a densidade Optica do clone 3C6, apresenta um valor aproximado.

A atividade de degradacdo do petroleo foi observada, sendo esse
apenas um ensaio qualitativo. Essa degradacdo podera ser mensurada

posteriormente. Microrganismos como Nocardia e Exiguobacterium foram
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relatados como degradadores de hidrocarbonetos e produtores de
biossurfactantes (KASTNER et al., 1994; VOMBERG e KLINNER, 2000;
HAMAMURA et al., 2006; ZEINALI et al., 2007, WANG et al., 2008). Assim
como o clone 3C6 que apresentou uma possivel atividade emulsificante e de

degradacéo.

A analise de sequéncia da proteina hipotética revelou semelhancas com
proteinas de duas arqueias pertencentes a familia Halobacteriaceae, que foram
mostradas recentemente, como produtoras de biossurfactantes (KEBBOUCHE-
GANA et al, 2009). Ambas apresentaram uma alta capacidade de
estabilizacdo de emulsdo e foram capazes de reduzir a tensdo superficial do

meio de crescimento.

Organismos haléfilos sdo capazes de se desenvolver em ambientes com
altas concentracdes salinas e séo ditos extremofilos por se desenvolverem em
condicbes extremas. As arqueias halofilicas (Archaea) habitam,
preferencialmente, locais com elevadas concentragbes de sal (HARTMAN et
al., 2010), o que coincide com o ambiente salino (rio salino) do qual o clone

3C6 é derivado, margens do Rio Jundiai-RN.

Na literatura foram descritos alguns microrganismos capazes de
degradar hidrocarbonetos alifaticos e hidrocarbonetos aromaticos sob altas
concentracdes salinas (>15%) (BERTRAND et al., 1990; KULICHEVSKAYA et
al., 1991, EMERSON et al., 1994; SEl e FATHEPURE 2009; AL-MAILEM et al.,
2010; TAPILATU et al., 2010; BONFA et al., 2011; DALVI et al., 2012;
ERDOGMUS et al., 2013). Sendo, entdo, o rio salino um ambiente favoravel a
prospeccdo de genes com atividade de biossurfactante em virtude das

condicBes de estresse.

Apesar do niamero de microrganismos haléfilos conhecidos capazes de
crescer em hidrocarbonetos como sua Unica fonte de carbono e energia esteja
em constante crescimento, as informacdes disponiveis sobre o papel
desempenhado por arqueia na biodegradacdo de poluentes organicos em
ambientes hipersalinos ainda é limitada (LE BORGNE et al., 2008). Uma
arqueia extremamente haldfila identificada como Haloferax mediterranei

apresentou crescimento tendo petroleo como Unica fonte de carbono
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(ZVYAGINTSEVA et al., 1995). Em outro exemplo, a produgdo de
biossurfactantes pela bactéria halotolerante Bacillus ja foi descrita, assim como
seu potencial uso na limpeza de areas contaminadas (JENNEMAN et al.,
1983). Nicholson e Fathepure (2005) demonstraram a capacidade de algumas

bactérias hal6filas e halotolerantes degradarem benzeno e tolueno.

O processo de biorremediacéo na recuperacéo de areas contaminadas €
bastante conhecido, no entanto ainda pouco se sabe sobre a utlizacdo de
microrganismos halofilos nessa técnica e numerosos problemas permanecem
sem solucdo (PATZELT, 2005).

Os resultados obtidos nas andlises através dos servidores online
PHYRE 2 e HHPred apresentaram resultados semelhantes quanto a
similaridade da proteina clonada a uma rubredoxina. A rubredoxina é uma
proteina pequena com um sitio ativo ferro-enxofre que esta envolvida na
oxidacdo de alcanos em bactérias, que teve sua via metabdlica melhor
caracterizada em Pseudomonas putida (oleovorans) GPol (van BEILEN et al.,
1994). O metabolismo de alcanos normalmente ocorre via oxida¢do sequencial
de um grupo metil terminal que ser& convertido em alcool, aldeido e finalmente
acido graxo. A reacdo é realizada por um complexo enzimatico denominado
“sistema Alk B”, composto por uma alcano hidroxilase transmembrana (Alk B),
uma ou duas rubredoxinas (Alk F e Alk G) e uma rubredoxina redutase (Alk T)
(van BEILEN et al.,, 2002). A rubredoxina esta envolvida no transporte de
elétrons da rubredoxina redutase para a alcano hidroxilase (LEE, et al., 1998).
Fiala e Stetter (1986) isolaram uma rubredoxina de espécie extremofilica do
dominio Archaea denominada Pyrococcus furiosus. Apesar de a maior
similaridade ter sido com proteinas hipotéticas, a semelhanca estrutural com a
rubredoxina sugere que a sequéncia de DNA do clone 3C6 podera codificar

uma nova proteina com funcéo relacionada a degradacéo de hidrocarbonetos.
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7- CONCLUSAO

Neste trabalho, um clone selecionado funcionalmente, em um estudo
anterior, em uma biblioteca metagendmica derivada das margens de um rio
salino, foi subclonado em vetor de expressdo, para confirmar sua possivel
atividade biossurfactante. A expressdo do produto proteico foi induzida e
testada em diferentes condicdes de cultivo. Os resultados se mostraram
satisfatorios para emulsificacdo e degradacdo de hidrocarbonetos. A presenca
do produto proteico foi comprovada por imunodeteccdo. A andlise da sequéncia
do clone através de ferramentas de bioinformatica mostrou maior similaridade
com proteinas hipotéticas, o que pode indicar um novo gene. A sequéncia
também apresentou similaridade estrutural com a proteina denominada
rubredoxina, que é descrita na literatura como sendo envolvida na oxidacéo de

hidrocarbonetos.
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8- PERSPECTIVAS

Para trabalhos futuros, se faz necessario ampliar os resultados obtidos até o
momento. Sendo assim, a proxima etapa sera purificar e caracterizar a
proteina, além de estabelecer protocolos para comprovacdo de sua atividade.
Bem como extrair o surfactante e realizar ensaios especificos para sua
caracterizacdo. Deste modo sera possivel concluir as observacées que foram

obtidas neste trabalho.
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