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INTRODUCAO

A biorremediacdo é um processo que consiste na utilizacdo de seres vivos ou seus
componentes na recuperacao de areas contaminadas. E um dos campos mais promissores
da biotecnologia e geralmente empregam os microrganismos (fungos e bactérias) e/ou
suas enzimas para degradar compostos poluentes, e contaminantes especificos do solo e
aguas, tais como a degradacdo de hidrocarbonetos do petr6leo e compostos organicos
diversos. Contaminagdes por hidrocarbonetos em derramamentos de petroleo e seus
derivados tém causado sérios problemas ambientais e atencdo extra esta sendo dispensada
ao desenvolvimento e implementacdo de novas tecnologias. Diversos métodos de
remediacdo de solos e ambientes impactados com petroleo e seus derivados estdo sendo
desenvolvidos como alternativas ambientalmente corretas.

Os biossurfactantes sdo surfactantes de origem bioldgica. Sabe-se que microrganismos
como bactérias, leveduras e fungos produzem varios tipos de biossurfactantes. S&o
geralmente classificados de acordo com a carga transportada por seus grupos polares
(cabeca) em catibnicos, anidnicos, anfotéricos e ndo iénicos. Os biossurfactantes estdo
atraindo muita atencdo porque representam alternativas ecoldgicas aos seus homélogos
sintéticos: exibem menor toxicidade, atividades potencialmente altas e estabilidade em
extremos de temperatura, pH e salinidade. Eles tém uma grande variedade de estruturas
e podem ser produzidos a partir de matérias-primas renovaveis por uma grande variedade
de microrganismos. Mais importante, eles sdo biodegradaveis, tornando-os
ambientalmente amigaveis, produtos quimicos “verdes”.

Os Ramnolipideos sdo biossurfactantes glicolipidicos produzidos por varias espécies
bacterianas. Em P. aeruginosa, trés genes, transportados em dois operons distintos,
codificam as enzimas responsaveis pelas etapas finais da sintese de ramnolipideos: um
operon carrega os genes thlAB e o outro rhiC. Genes altamente semelhantes a thlA , rh1B
e rhiC também foram encontrados em varias espécies de Burkholderia sp.

O Plano de Trabalho "SELECAO MICROBIANA PRODUTORA DE
BIOSSURFACTANTE” faz parte do Projeto “Caracterizagdo Molecular Avangada”
(Consepe 026/2018). Este projeto propbe por revisdo bibliografica determinar um



possivel isolamento microbiano capaz de produzir biossurfactante. Para isso, foram
selecionados microrganismos do Banco de Sequencias LAMASP/UEFS. Foi avaliada a
presenca dos genes Glicose-1-fosfato timidiltransferase (rm1A, rm1B e rmIC) em dois
momentos, i) Através do banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) para nucleotideos e ii) Banco de dados Universal de Proteinas
(UNIPROT) para provaveis genes, artigos revisados e ndo revisados.

METODOLOGIA

1. Revisdo e selecdo de organismos no banco de amostras
O projeto de pesquisa conta com um banco de dados de sequencias do gene 16S rRNA
de trabalhos desenvolvidos na UEFS a partir de amostras coletadas no litoral da Bahia, e
selecionados seis microrganismos associados a producao de biossurfactantes.

2. Levantamento de dados do NCBI e UNIPROT
Levantamento de dados no NCBI, encarregado de criar sistemas automatizados para
armazenar e analisar conhecimentos sobre biologia molecular, bioquimica e genética,
através de seu acervo de artigos foi correlacionado na area de nucleotideo a Glucose-1-
phosphate thymidylyltransferase e os microrganismos selecionados
Levantamento de dados do UNIPROT, através da ferramenta do UniProt Knowledgebase
(UniProtKB) que é o hub central para a coleta de informac6es funcionais sobre proteinas,
com anotagdes precisas, consistentes e ricas. Utilizando o acervo de artigos revisados e
n&o revisados foi realizada uma pesquisa ampla de estudos com a Glucose-1-phosphate
thymidylyltransferase, correlacionando aos microrganismos selecionados, localizando
posteriormente se foram encontrados genes especificos para essa relacao.

3. Selecdo de possiveis organismos ou consorcios
Posteriormente & anélise dos dados obtidos, os mesmos foram culminados em tabelas
comparativas para melhor compreensédo e sele¢do de organismos e consorcios. Foram
avaliados também potenciais genes a serem testados.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Analise e discussdo dos resultados)

Os biossurfactantes atuam melhor que surfactantes petroquimicos em condices atipicas
de temperatura, salinidade e pH (Banat, 1995; Mulligan, 2005). Porém, o seu alto custo
de producdo dessas moléculas ainda ndo permitiu que atingissem maior participacdo no
mercado global, Silva (2017). Com o levantamento realizado por este trabalho é possivel
suprir parte dessa problematica evitando testes aleatorios de compatibilidade para
encontrar a melhor selecdo, através de um levantamento de estudos ja realizados e
anexados em bancos de dados como o0 NCBI e 0 UNIPROT foi possivel confeccionar um
grupo de informacoes (tabela 1 e 2) comparativos, que serviram de parametro para a
selecdo de possiveis microrganismos e genes

Tabela 1. NUmero de estudos com Glucose-1-phosphate thymidylyltransferase

Pseudomonas
cedrina
Bacillus cereus 486 414 0



Brevibacillus brevis 9 6 0

Stenotropho_monas 9 8 0
rhizophila
Pseudomonas 7 6 0
azotoformans
Stenotropho_monas 9 8 0
rhizophila

Legenda: 1. Estudos nédo revisados: ndo foram manualmente anotados e revisados por curadores UniProtKB
(secdo TrEMBL)., 2. Estudos revisados: foram manualmente anotados e revisados por curadores
UniProtKB (secdo Swiss-Prot)

E possivel extrair desse primeiro levantamento que Bacillus cereus possui o maior
volume de referéncia bibliografica deste grupo em associa¢do & Glucose-1-phosphate
thymidylyltransferase, seguido de Stenotrophomonas rhizophila e Brevibacillus brevis,
sendo um provavel conjunto de microorganismos produtor de RLs.

A sintese desses em P. aeruginosa se da pela convergéncia de duas vias metabdlicas,
sendo a parte hidrofébica proveniente da via de sintese de novo de &cidos graxos e a parte
hidrofilica do operon RmIABCD (Reis et al., 2011). Em maiores detalhes, a primeira via
para producdo de RLs se da pela conversdo do metabdlito central D-glicose-1-fosfato em
dTDP-Rha, feita pelas enzimas RmlIA (Glicose-1-fosfato timidiltransferase), RmIB
(dTDP-glicose 4,6-desidratase), RmIC (dTDP-4-desidroramnose 3,5-epimerase) e RmID
(dTDP-4- 20 desidroramnose redutase). As subunidades RhlIA e RhIB formam a enzima
ramnosiltransferase 1, responsavel por desviar o intermediario beta-hidroxiacil-ACP da
via de biossintese de acidos graxos de novo para sintetizar HAAs e entdo liga-los a uma
molécula de dTDP-Rha, resultando em mono-RLs. A enzima RhIC (ramnosiltransferase
2) € responsavel por ligar mais uma molécula de dTDP-Rha a mono-RLs previamente
sintetizados, resultando em di-RLs. (Reis et al., 2013).

Tabela 2. NUmero de estudos com genes especificos para possivel producdo de
biossurfactante

rfbA(rmlA) rfbB(rmiB) rfbC(rmiC)
Pseudor_nonas 1 0 0
cedrina
Bacillus cereus 73 0 0
Brevibacillus brevis 0 0 0
Stenotropho_monas 5 0 0
rhizophila
Pseudomonas 1 0 0
azotoformans
Stenotropho_monas 5 0 0
rhizophila

Legenda: 1. rfbA(rmlA) ligada & Glucose-1-phosphate thymidylyltransferase., 2. rfobB(rmiIB) ligada &
dTDP-glucose 4,6-dehydratase 1., 3. rfbC(rmIC) ligada & dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-epimerase.



O levantamento de possiveis genes através do UNIPROT demonstrou que o melhor gene
para ser usado é o rfbA ou seu homélogo o gene rmlA, correspondente a Glucose-1-
phosphate thymidylyltransferase, com a excegédo para o Brevibacillus brevis, que néo
conteve nenhuma correspondéncia para os genes rfbA (rmlA), rfbB(rmIB) e rfbC(rmiIC)
(SILVA, 2017). Assim como na Tabela 1, os individuos de Bacillus cereus e
Stenotrophomonas rhizophila possuem grande potencial para producdo de
biossurfactante. As vantagens da levedura  Stenotrophomonas rhizophila como
hospedeira para producdo heteréloga incluem: (i) possui status GRAS (do inglés
Generally Regarded as Safe), o que facilita processos de descarte de residuos e aprovacao
de produtos e processos; (ii) tolerancia a baixo pH, o que garante baixo risco de
contaminacdo bacteriana e elimina a necessidade de neutralizar produtos &cidos; e (iii)
tolerancia a inibidores fermentativos, como os presentes em hidrolisados de biomassa
(Borodina & Nielsen, 2014).

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo de levantamento sera um guia para uma selecdo dos melhores grupos de
producdo de ramnolipideos e bioprodutos, resultando em consorcios melhores, fato
importante na etapa experimental de selecdo molecular. Consércios melhores resultam
em um aumento de producdo. Portanto podemos concluir que com o levantamento
seleciona quais microrganismos e 0s principais gene envolvidos na sintese de
bioprodutos. Além disso, fornece informacdes para etapas de clonagem e modificacdo
genética devem elevar o potencial de producdo de biossurfactantes e bioprodutos.
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