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RESUMO EXECUTIVO 

O conhecimento das rotas metabólicas e da fisiologia da bactéria Rhodococcus opacus 

permitiu compreender como as reações orgânicas impactam o micro-organismo e a produção 

de biosurfactantes. A amostra analisada neste relatório apresenta no metabolismo do amido e 

sacarose, a reação de conversão de glicose em trealose, composto constituinte da parede 

celular de Rhodococcus e carreador de ácido micólico. A identificação da presença de 

enzimas e proteínas da via de produção de trealose na bactéria Rhodococcus opacus deve 

estar associada a produção de glicolipídeos do tipo trealolípidios. O conhecimento das rotas 

envolvidas na produção do biossurfactante pode ser útil para o aprimoramento e aumento da 

eficiência do processo.  

Palavras-chave: Biossurfactante. Rhodococcus opacus. Rota metabólica. 
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ABSTRACT 

Knowledge of the metabolic pathways and physiology of Rhodococcus opacus bacteria 

allowed us to understand how the organic reactions impact the microorganism. The sample 

analyzed in this report presents in the metabolism of starch and sucrose, the reaction of 

conversion of glucose to trehalose, Rhodococcus cell wall compound and mycolic acid 

carrier. The identification of enzymes and proteins of the trehalose production pathway in 

Rhodococcus opacus bacteria should be associated with the production of trehalolipid 

glycolipids. Knowledge of the routes involved in biosurfactant production can be useful for 

improving and increasing process efficiency. 

Keywords:   Biosurfactant. Metabolic Pathways. Rhodococcus opacus. 
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1 INTRODUÇÃO 

O enfoque no beneficiamento de minérios de baixa qualidade e alta complexidade, 

devido à crescente demanda por minerais, aliado ao esgotamento de depósitos; trouxe uma 

nova realidade para a pesquisa científica (ROSÁRIO, 2017). É o caso da bactéria 

Rhodococcus opacus capaz de sintetizar compostos com propriedades surfactantes como 

subprodutos metabólicos. Estes micro-orrganismos são capazes de produzir biossurfactantes, 

compostos anfifílicos que atuam na interface das emulsões, contendo partes hidrofóbicas e 

hidrofílicas e que, em termos de tensão superficial, estabilidade à temperatura e pH, são 

comparáveis, ou superiores, aos surfactantes sintéticos. 

Algumas bactérias efetuam mudanças na química superficial dos minerais, devido a 

presença de grupos apolares (cadeias hidrocarbônicas) e grupos polares (carboxilas, fosfatos, 

hidroxilas) na parede celular microbiana, possibilitando o uso dos produtos metabólicos 

(proteínas e polissacarídeos) como agentes coletores e modificadores (ROSÁRIO, 2017; 

RAO, VILINSKA, CHERNYSHOVA, 2010; VILINSKA, RAO, 2008) Estes grupos, quando 

ionizados, formam sítios ativos capazes de adsorver espécies iônicas presentes no sistema 

mineral, mediante vários mecanismos de adsorção (específicos e não específicos), como: troca 

iônica, ligações químicas e interações eletrostáticas (OLIVEIRA, 2015). O mecanismo de 

adsorção é o papel de biossurfactante da bactéria.  

A amostra trabalhada neste relatório refere-se a um cultivo biológico do gênero 

Rhodoccocus (Tabela 1). Esta bactéria produz biosurfactantes classificados como 

glicolipídios do tipo trealolipídio, que na sua composição contêm um dissacarídeo trealose 

unido a grupos de ácidos graxos, por ligação éster (Figura 2) (OLIVERA, 2018; 

DHANARAJAN, SEN, 2014), e estão envolvidos na assimilação de hidrocarbonetos de baixa 

polaridade. (COLLA, COSTA, 2003; SHAFI, KHANNA, 1995). Os biossurfactantes da 

classe glicolipídeos são amplamente utilizados em tecnologias de biorremediação e 

bioflotação mineral, devido à disponibilidade de hidrocarbonetos (OLIVEIRA, 2018; 

DHANARAJAN, SEN, 2014). 

As vias do metabolismo central deste gênero de micro-organismo são altamente 

conservadas. Produzem energia e metabólitos intermediários, não somente em períodos de 

crescimento, mas também sob condições de estresse, com aparente metabolismo de 

compostos de reserva. Podendo transformar diferentes hidrocarbonetos em lipídeos, e estes 
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são utilizados como carbono e energia para manter a viabilidade da célula (HERNÁNDEZ et 

al., 2008, 2017, 2019; ALVAREZ, 2003; ALVAREZ et al., 1997; ANDERSON et al., 1995). 

Os lipídeos de trealose, composição dos biossurfactantes característicos deste gênero 

de bactérias são parte da parede celular das espécies de Rhodococcus. E são produzidos na 

superfície ativa durante o crescimento em meio de cultura rico em cadeias longas de n-

alcanos. A liberação de biossurfactante, a partir da biossíntese de trealose, pode ser observada 

na Figura 5. 

O presente relatório propõe a comprovação da atividade das rotas metabólicas através 

da anotação funcional do proteoma de Rhodococcus opacus em meio de cultura. O domínio 

destas vias pode ser útil para o aprimoramento da produção de biosurfactantes visando a 

aplicação como biorreagente na flotação de minério de ferro.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o proteoma da bactéria Rhodococcus opacus em busca de rotas metabólicas p 

na produção de biossurfactantes úteis para a flotação de minério de ferro.  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Identificar lista de proteínas presentes no cultivo biológico de Rhodococcus opacus. 

b) Mapear as proteínas e peptídeos identificados em categorias funcionais e identificar 

rotas metabólicas possivelmente envolvidas na produção de biossurfactantes. 



 
 

 

9 

 

 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 CULTIVO E CRESCIMENTO DA BACTÉRIA RHODOCOCCUS OPACUS 

A bactéria Rhodococcus opacus foi fornecida pela Coleção Brasileira de Micro-

organismos de Ambiente e Indústria – CBMAI – UNICAMP. 

Fez-se a propagação das bactérias em meio sólido utilizando placas de Petri, mantidas 

em refrigerador a 2°C. Para a propagação (em meio sólido) e crescimento (em meio líquido) 

das células Rhodococcus opacus, o meio de cultura TSB (Caldo Triptona Soja) foi 

empregado, conforme é mostrado na tabela 1.   

O procedimento de inoculação do micro-organismo foi realizado em capela de fluxo 

laminar previamente esterilizada com lâmpada germicida de luz ultravioleta para evitar 

contaminação microbiana. 

 

Tabela 1 - Meio de cultura TSB 

 

Fonte: Oliveira, (2018). 

A partir das placas de Petri foi realizado um subcultivo em meio líquido, utilizando 

frascos Erlenmeyer de 500 ml. Esses frascos foram levados a um shaker rotatório (CIENTEC 

CT-712) durante 144 horas, a uma temperatura de 28ºC e 150 rpm, para atingir o crescimento 

máximo do micro-organismo e realizarem seus processos metabólicos. O cultivo bacteriano 

foi liofilizado e enviado para o Instituto Tecnológico Vale, localizado em Belém-Pará, para 
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então serem realizadas as etapas de análise das proteínas presentes, e dos mapas metabólicos 

relacionados.  

As amostras de biorreagente para flotação foram denominadas: 

BS1: Biossurfactante 1 

BS2: Biossurfactante 2 

CB1: Cultivo Bacteriano (Rhodococcus. opacus) 1 

CB2: Cultivo Bacteriano (Rhodococcus. opacus) 2 

3.2 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS  

A extração da amostra CB1 foi realizada utilizando método proposto por (WANG et 

al., 2006) adaptado, no qual foram realizadas etapas de pré-limpeza para remover 

contaminantes que afetam a separação (lavagem de ácido tricloro-acético /acetona) e 

adicionalmente remover compostos (poli)fenóis (lavagem de metanol). 

Foram pesadas aproximadamente 3 g de amostra liofilizada e dispostas em falcons de 

15 mL, posteriormente foi adicionado 630 μL de DTT (Ditiotreitol) (70 mM final) 10 mL de 

tampão contendo sacarose (1,5 M), Tris-HCL (1 M, pH 8), SDS (Dodecilsulfato de Sódio, 

10%), PMSF (Fluoreto de Metilfenilsulfonil, 100 mM), PVPP (Polivinilpolipirrolidona) e 

H2O miliQ, seguido da adicição de 10 μL de inibidor de proteases (Protease Inhibitor cocktail 

- P8340 Sigma-Aldrich) e repouso em temperatura ambiente por 10minutos.  

As amostras foram submetidas à sonicação por seis repetições de 30 segundos, com 

potência de em torno de 80 e com intervalos de aproximadamente 30 – 60 segundos, no gelo, 

evitando o aquecimento. Em sequência, a amostra contida em cada falcon foi dividida em oito 

eppendorfs (epp) de 2 mL, transferindo aproximadamente 1000 μL da amostra em cada epp, e 

adicionados 700 μL de fenol em cada epp. 

As amostras foram homogeneizadas durante 15 minutos em um vortex, em seguida 

centrifugadas por sete minutos, a 14000 rpm à temperatura de 4ºC, para que houvesse a 

separação da fase fenólica, a qual foi transferida para um epp novo. O processo de 

centrifugação foi repetido para que fossem eliminados quaisquer resíduos da fase aquosa ou 

de SDS. Foi então transferido 700 μL do sobrenadante para um novo epp e adicionado outros 

700 μL de acetato de amônia em metanol, para a precipitação das proteínas, as amostras 

foram vortexadas rapidamente apenas para misturá-las e armazenadas à -80ºC overnight. 
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Para a limpeza, as amostras foram submetidas a repetidas etapas de lavagem. 

Inicialmente centrifugadas por 20 minutos, a 14000 rpm a temperatura de 4ºC, todo o líquido 

foi descartado, e adicionou-se 1500 μL de acetona 80% gelada; o líquido foi continuamente 

pipetado até o pellet se dissolver, nesta etapa todos os pellets foram unidos em um epp, em 

seguida este epp foi vortexado e o liquido descartado, este processo foi repetido três vezes. 

Foi adicionado 1500 μL de etanol 70% gelado e os tubos epp centrifugados por 7 minutos, a 

14000 rpm a temperatura de 4 C. Todo o líquido foi descartado e as amostras foram deixadas 

para secar por 30 minutos. Após secas, foram adicionadas 50μL de RapiGest SF 0,2% em 

cada amostra, pipetando repetidamente até a dissolução do pellet. Em seguida foi realizada a 

quantificação das proteínas através do Quibit 2.0 (Invitrogen). 

3.3 DIGESTÃO DAS PROTEÍNAS 

A digestão de proteínas foi realizada utilizando 50 μg de proteína de cada amostra, 

para um volume final de 150 μL cada, este volume foi padronizado utilizando RapiGest SF 

0,1%. O preparo da digestão foi realizado inicialmente com a redução de proteínas com 

Ditiotreitol (DTT, 5 mM), incubando-as por 25 minutos a 56°C; em seguida realizou-se a 

alquilação com a adição de Iodoacetamida (IAA, 14 mM), incubadas por 30 minutos em 

temperatura ambiente e protegido da luz. 

Posteriormente, ocorre a etapa de remoção de IAA residual, adicionando novamente 

DTT 5mM, com incubação de 15 minutos em temperatura ambiente, protegido da luz. As 

amostras foram diluídas em 1:5 de bicarbonato de amônio 50 mM, seguida pela adição de 

CaCl2 1 mM. O tratamento foi realizado com tripsina (20 ng/μL-1) por 16 horas à 37ºC, a 

200rpm. Para interromper a reação enzimática, adicionou-se ácido trifluoacético (TFA) na 

concentração final de 0,4% do volume 20 das amostras. 

No dia seguinte foi adicionado TFA a 0,4% do volume total das amostras para parar a 

reação da tripsina. O pH foi verificado em 2 e em seguida as amostras foram vortexadas e 

incubadas a 37°C por 90 minutos. Após as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm, em 

temperatura de 6 C por 30 minutos e o sobrenadante transferido para o vial.  O pH das 

amostras foi ajustado para 10 a partir da adição de 5 μL de 1 N NH4OH. 

As amostras BS1 e BS2 foram refeitas, e quantificadas no vial com volume de 120μL. 

Neste caso, não foi utilizada a quantificação com a complementação do reagente RapiGest SF 
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01%. As amostras CB1, CB2, RE1 e RE2 foram quantificadas no vial com volume de 

aproximadamente 100 μL, e utilizando 1 μL de amostra.  

A partir dos resultados da quantificação de proteínas, o cultivo biológico foi escolhido 

para a análise do proteoma, pois é o tratamento ideal para avaliar a fisiologia do micro-

organismo. 

3.4 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA BIDIMENSIONAL ACOPLADA A 

ESPECTROMETRIA DE MASSA 

Foi utilizado o cromatógrafo Nano Acquity UPLC (Waters), configurado para um 

fracionamento em duas dimensões. Para a primeira dimensão foi utilizada uma coluna 

analítica de 5 μm XBridge BEH130 C18 (300 μm x 50 mm) em um fluxo de 2 μL por minuto. 

A segunda dimensão foi montada com uma coluna trap C18,5 μm (180 μm x 20 mm) e uma 

coluna analítica 1.7 μm BEH130 C18 μm (100 μm x 100 mm) em um fluxo de 400 nL*min.-1. 

As amostras foram separadas em cinco frações a partir de um gradiente de 10.8, 14.0, 16.7, 

20.4, e 65.0% de ACN. 

O cromatógrafo foi acoplado diretamente a um espectrômetro de massas ESI-Q-ToF 

Synapt G2S (Waters) configurado para operar em modo positivo, e fragmentação contínua 

(MSE) com a energia de colisão oscilando entre 5 a 40 eV. Foram adquiridos espectros de 

massas dentro da faixa de 50 a 1200 Da, com scan de 0,5 segundos e um intervalo entre scans 

de 0,1 segundos. A largura do pico e resolução dos espectros de massas foram configurados 

no modo automático. O peptídeo (lockmass) [Glu-1] fibrinopeptídeo, de massa 785.4827 Da e 

cargas +2, foi utilizado como referência e lido a cada 30 segundos (segundo configurações do 

lockmass spray). 

3.5 BIOINFORMÁTICA 

Os dados brutos oriundos da espectrometria de massas foram processados no 

ProteinLynx Global Server 3.0.2 (Waters). Para a quantificação e identificação de proteínas 

foi utilizada a plataforma Mascot (PERKINS et al., 1999). Para tal faz-se necessário um 

banco de dados de peptídeos trípticos, neste caso o proteoma de Rhodococus opcaus 

depositado no NCBI.  

A análise funcional e enzimática das proteínas identificadas foi realizada utilizando a 

plataforma Unipept (https://unipept.ugent.be/) (MESUERE et al., 2015). Foi utilizado como 
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arquivo de entrada uma lista contendo as sequências dos peptídeos identificados com mais de 

95% de certeza. O algoritmo retorna quais enzimas estão presentes na amostra, além da 

ontologia genética (gene ontology), dividida em três categorias: i) processos biológicos; ii) 

componente celular; e iii) função molecular. A plataforma KEEG (Enciclopédia de Genes e 

Genoma de Kioto) (KANEHISA et al., 2018) foi utilizada para o mapeamento das enzimas 

em rotas metabólicas baseado na sequência completa das proteínas.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 QUANTIFICAÇÃO E DISTRIBUIÇÃO DE PROTEÍNAS 

A partir da análise da amostra de cultivo biológico da bactéria Rhodococcus opacus 

foram identificadas 991 proteínas (Anexo B). Estas proteínas foram analisadas na plataforma 

KEEG e identificadas conforme suas funções no metabolismo bacteriano (Tabela 2). Um total 

761 proteínas foram mapeadas em rotas metabólicas. Neste trabalho, as vias do metabolismo 

de carboidratos foram ressaltadas devido ao conhecimento de o número de n-alcanos 

influenciar diretamente na composição da parede celular das bactérias do gênero 

Rhodococcus, na constituição de ácido micólico, assim como no metabolismo energético das 

células. Na via do amido e sacarose foram identificadas 26 proteínas, esta via é a responsável 

pela produção do composto trealose, um glicolipídeo que unido ao acido micólico e à 

glicoproteína arabinogalactana formam o esqueleto da parede celular. As vias destacadas no 

metabolismo dos lipídeos, também estão relacionadas à produção de trealose; a biossíntese de 

ácidos graxos – relacionada à biossíntese de ácido micólico - e dos componentes da 

membrana. 

 

Tabela 2 - Número de proteínas identificadas no metabolismo da bactéria Rhodococcus opacus  

METABOLISMO DESCRIÇÃO  Nº DE 

PROTEÍNAS 

MAPAS GERAIS 

 

Rotas metabólicas 761 

Biossíntese de metabólitos secundários 261 

Metabolismo microbiano em diversos ambientes 276 

Biossíntese de antibióticos 186 

Metabolismo do carbono 97 

 Metabolismo do ácido 2-Oxocarboxílico 24 

Metabolismo de ácidos graxos 22 

Biossíntese de aminoácidos 102 

Degradação de compostos aromáticos 46 
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Continuação... 

METABOLISMO DOS 

CARBOIDRATOS 

*Glicólise/ Gliconeogênese* 32 

*Ciclo do Citrato (Ciclo TCA) * 24 

*Via Pentose Fosfato* 24 

Inter conversões Pentose e glucoronato 10 

*Metabolismo da frutose e manose* 19 

*Metabolismo da galactose* 16 

Metabolismo do ascorbato e aldarato 6 

***Metabolismo do amido e sacarose*** 26 

*Metabolismo de açúcares amino e nucleotídeos* 29 

*Metabolismo do piruvato* 37 

*Metabolismo do glioxilato e dicarboxilato* 33 

*Metabolismo do propanoato* 32 

*Metabolismo do butanoato* 33 

Metabolismo do ácido dibásico ramificado emC5 9 

Metabolismo do fosfato inositol 10 

METABOLISMO 

ENERGÉTICO 

*Fosforilação oxidativa* 40 

Fotossíntese 8 

Fixação do carbono em organismos fotossintetizantes 11 

 Vias de fixação do carbono em procariotos 27 

Metabolismo do metano 32 

Metabolismo do nitrogênio 15 

Metabolismo do enxofre 23 

METABOLISMO DE 

LIPÍDEOS 

*Biossíntese de ácidos graxos* 9 

*Degradação de ácidos graxos* 19 

Síntese e degradação de corpos cetonados 6 

Biossíntese de esteroide 1 

Biossíntese de ácido primário de bile 1 

Biossíntese de hormônio esteroide 3 

*Metabolismo de glicerolipídeos* 13 

*Metabolismo de glicerofosfolipideos* 15 

Metabolismo de éter lipídico 2 

Metabolismo de esfingolipídeos 3 

Metabolismo de ácido aracnoide 1 

Metabolismo de ácido alfa-linoléico 2 

Biossíntese de ácidos graxos insaturados 6 
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Continuação...   

METABOLISMO DE 

NUCLEOTÍDEOS 

Metabolismo da purina 55 

Metabolismo da pirimidina 28 

METABOLISMO DE 

AMINOÁCIDOS 

Metabolismo de alanina, aspartato e glutamato 29 

Metabolismo de glicina, serina e treonina 38 

Metabolismo de cisteina e metionina 27 

Degradação de valina, leucina e isoleucina 26 

Biossíntese de valina, leucina e isoleucina 11 

Biossíntese de lisina 13 

Degradação de lisina 13 

Biossíntese de arginina 24 

 Metabolismo de arginina e prolina 25 

Metabolismo de histidina 20 

Metabolismo de tirosina 21 

Metabolismo de fenilalanina 29 

Metabolismo de triptofano 16 

Biossíntese de fenilalanina, tirosina e triptofano 20 

Legenda: *: destaque para as vias metabólicas ligadas à produção de biossurfactante; ***: Via metabólica onde é 

possível a produção de Trealose 

Fonte: KEGG 

 

4.2 CATEGORIZAÇÃO FUNCIONAL 

A ferramenta Unipept foi utilizada para obter informações funcionais da bactéria 

Rhodococcus opacus. Para tal, as sequências dos peptídeos identificados foram inseridas na 

plataforma, gerando dados de Ontologia Genética (gene ontology). Definida como funções 

gênicas relacionadas umas às outras, e divididos em três aspectos: processo biológico (os 

processos maiores, ou 'programas biológicos' realizados por múltiplas atividades moleculares) 

(Figura 1); função molecular (atividades de nível molecular realizadas por produtos genéticos) 

(Figura 2), e componentes celulares (as localizações relativas a estruturas celulares nas quais 

um produto gênico desempenha uma função) (Figura 3) (ASHBURNER et al., 2000). 
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Figura 1 - Processos Biológicos mapeados a partir do proteoma da bactéria Rhodococcus opacus. 

Ranking dos 10 processos com maior número de proteínas assignadas. 

 

Fonte: 

 

Figura 2 - Função molecular da bactéria Rhodococcus opacus. Rancking dos top 10, no qual podemos 

destacar atividade das enzimas transferase, hidrolase e oxidoredutase.  

 

Fonte:  
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Figura 3 - Componentes celulares presentes na bactéria Rhodococcus opacus. Destaque para o 

número de peptídeos relacionados à constituição do citoplasma, componentes da membrana e da 

superfície celular. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: 

 

Os peptídeos identificados foram agrupados nas três categorias, como demonstrado na 

figura acima. Na análise das 10 funções mais abundantes, a “ligação de ATP” foi a mais bem 

representada (1369 sequências), seguida de “ligação a íons metálicos” (781 sequências) e 

“ligação de DNA” e (512 sequências). Juntas, essas categorias representam o equivalente a 

67,5% dos peptídeos detectados em todo o experimento. Infere-se que a maioria dos peptídeos 

estão envolvidos na produção de energia e expressão gênica. Sabe-se que este gênero de 

bactérias está fortemente associado à tolerância a metais, o que “exige” alterações na 

permeabilidade da membrana, mutações e mecanismos de reparo do DNA (PRESENTATO et 

al, 2019) As funções relacionadas a atividade da hidrolase e da transferases associam-se à 

possível produção de biossurfactantes, visto que possivelmente estão envolvidas nas vias 

metabólicas do mesmo. 

A partir dos componentes celulares verifica-se a provável localização da proteína. Das 

109 categorias presentes, aquelas observadas com a maioria dos peptídeos identificados estão 

presentes no citoplasma (997) e formando as proteínas de membrana (547), o que pode estar 



 
 

 

19 

 

 

 

relacionado à produção de gliconcojugados de ácido micólico, os quais são constituintes da 

parede celular do gênero Rhodococcus (RYLL et al., 2001). 

Dentre os 430 processos biológicos detectados, as categorias de maior destaque 

relacionadas à possível produção de biossurfactantes, são o ciclo do ácido Tricarboxílico 

(TCA) (232 sequências); este pode produzir substratos finais como citrato, succciato e 

acetato, os quais auxiliam no fracionamento de ácidos graxos componentes de Tiacilgliceróis 

(TGA) (ALVAREZ; STEINBÜCHEL, 2019). O processo biológico para a biossíntese de 

ácidos graxos, apresentou 104 sequências. Há forte relação com a constituição da parede 

celular de Rhodococcus, pois são carreadores de ácido micólico durante a biossíntese da 

parede celular. Os processos de gliconeogênese (117) e metabolismo de carboidratos (87) 

podem relacionar-se à biossíntese de TAG, pois são produzidos a partir de diversas fontes de 

carbono (ALVAREZ; STEINBÜCHEL, 2019).  

4.3 ENZIMAS  

As reações bioquímicas são catalisadas por enzimas, sendo então caracterizadas como 

indicadores de atividade biológica (ALKORTA et al., 2003). As enzimas são divididas em 

seis grupos: oxirredutases, hidrolases, transferases, liases, isomerases e ligases. Cada grupo 

possui subgrupos que determinam a classe, o número de códigos e o tipo de reação catalisada, 

tais parâmetros foram determinados de acordo com a Comissão de Enzimas da União 

Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular.  

Os peptídeos analisados geraram números EC (Números de Classificação Enzimática) 

indicando a presença de 3097 peptídeos relacionados a enzimas do gênero Rhodococcus. 

Destes, 977 são relativos à oxiredutases; 955 às transferases, das quais 442 são transferases 

relativas a grupos contendo fósforo e 221 a acil-transferase (Figura 4). Na classe das 

hidrolases, 657 peptídeos foram identificados, dos quais 264 atuam como ácidos anidridos, 

sendo 125 relacionados à catálise do movimento de substâncias transmembranas, como por 

exemplo os biossurfactante; 168 como pepditases e 150 atuando nas ligações esteres. Na 

classe liase foram identificados 359 peptídeos, dos quais 117 são carboxil-liases e 164 são 

hidro-liases. A classe de isomerases apresentou 218 peptídeos, foi a classe menos 

representada. Os últimos 672 peptídeos foram identificados na classe ligase, caracterizada 

pela formação de ligações carbono-nitrogênio, carbono-oxigênio e carbono-carbono.  
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Figura 4 - Árvore taxonômica enzimática. Apresentação das 6 classes de enzimas e dos peptídeos 

relacionados a enzimas do gênero Rhodococcus 

 

Fonte: 

As classes mais expressivas de enzimas identificadas, demonstram que estas bactérias 

estão em um ambiente que demanda uma taxa energética elevada. Visto o número de enzimas 

relacionadas à produção de compostos fosfatados, como as nucleotidiltransferases, são 

enzimas transferase de grupos contendo fósforo, que por exemplo, são substituintes de ácidos 

nucleotidílicos. No metabolismo podem atuar na adenililação ou uridililação, permitindo a 

ativação ou inativação de uma enzima ou alteração de sua especificidade, isto pode levar a 

regulação de atividades enzimáticas, de forma que somente os compostos necessários sejam 

produzidos (VOET et al., 2008). A classe de oxidoredutases está envolvida com o 

metabolismo energético da bactéria, atuando nas etapas de respiração celular, cadeia 

transportadora de elétrons. 

4.4 IDENTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS NO METABOLISMO BACTERIANO 

Metabolismo é a soma de processos químicos e físicos que ocorrem dentro de um 

organismo vivo. A obtenção de energia ocorre através da oxidação de moléculas orgânicas e o 

metabolismo destas moléculas (carboidratos, lipídeos e proteínas) fornecendo a energia 

(adenosina trifosfato - ATP) necessária para as bactérias desenvolverem suas funções vitais. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Transferase
https://pt.wikipedia.org/wiki/Substituinte
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
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As vias metabólicas são uma série de reações químicas, nas quais o produto de uma 

reação serve de substrato para uma próxima, e são catalisadas por enzimas. Com auxílio da 

ferramenta KEGG obteve-se a o número de proteínas identificadas nas rotas metabólicas da 

bactéria Rhodococcus (Tabela 2). Na aba de metabolismo dos carboidratos, destaca-se o 

metabolismo do amido e sacarose no qual se realiza a conversão de glicose em trealose, 

composto constituinte da parede celular de Rhodococcus e carreador de ácido micólico 

(OLIVEIRA, 2015) (Figura 4). Com o auxílio da ferramenta KEGG PATHWAY foi possível 

verificar o número de rotas metabólicas presentes na bactéria em questão (Tabela 4), assim 

como o número de proteínas em cada via.  

Tabela 3 - Lista de mapas metabólicos presentes na bactéria Rhodococcus opacus. A bactéria 

apresentou correlação à cepa Rhodococcus opacus B4 
MAPA METABÓLICO N° DE PROTEINAS 

Vias metabólicas 19 

Metabolismo microbiano em diversos ecossistemas 7 

Biossíntese de metabólitos secundários 7 

Biossíntese de antibióticos 6 

Metabolismo do nitrogênio 5 

Metabolismo da Arginina e Prolina 5 

Metabolismo do carbono 4 

Metabolismo do metano 3 

Metabolismo de Glicerofosfolipídeos 2 

Metabolismo do Glioxilato e Dicarboxilato 2 

Metabolismo da alanina, aspartato e glutamina 2 

Degradação de lisina 2 

Metabolismo do triptofano 2 

Degradação de ácidos graxos 2 

Degradação de benzoato 2 

Ciclo do Ácido Tricarboxílico (Ciclo TCA) 1 

Degradação de cloroalcano e cloroalqueno 1 

Biossíntese de terpenóides 1 

Biossíntese de arginina 1 

Metabolismo do piruvato 1 

Metabolismo da fenilalanina 1 

Metabolismo da riboflavina 1 

Fonte: KEGG PATHWAY 
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4.5 ROTA METABÓLICA DA BIOSSÍNTESE DE TREALOSE  

Existem quatro rotas até então conhecidas para a biossíntese de trealose: (1) a via 

induzida por TerYZ – produz trealose a partir de glicogênio (MARUTA et al., 1995); (2) a 

rota TreS- converte maltose em trealose (TSUSAKI et al., 1996, 1997); (3) a formação de 

trealose por glicosiltransferase (QU et al., 2004); e (4) a via OtsAB – converte glicose e/ou 

glicose-6-fosfato em trealose (ELBEIN et al., 2003), segundo (MURPHY et al., 2005) é 

considerada a via mais importante (Figura 5). 

Nesta via, a Trealose-6-Fosfato Sintetase (TPS, OtsA) catalisa a formação de trealose-6-

fosfato. Seguido da Trealose-6-Fosfato Fosfatase (OtsB) catalizando a desfosforilação para 

trealose, podemos observar esses passos na Figura 6. TPS também pode se envolver na 

biossíntese de trealose contendo glicolipídeos, importates constituintes do grupo Mycolata, 

onde o gênero Rhodococcus está incluso (TISCHLER et al., 2013; KRETSCHMER; 

WAGNER, 1983; ASSELINEAU; LAN_EELLE, 1998; SUTCLIFFE, 1998; SHIMAKATA; 

MINATOGAWA, 2000; MINNIKIN et al., 2002). 

 

 



 

 

Figura 5 - Rota metabólica de biossíntese de Trealose. É possível confirmar as etapas de biossíntese da trealose, partindo da desfosforilação de 

componentes n-alcanos unidos a nucleotídeos glicosil. Os quadros em verde indicam as enzimas presentes nas etapas de biossíntese da trealose.  

 

Fonte:



 

 

Figura 6 - Rota metabólica da biossíntese de Trealose em Rhodococcus 

 

Fonte: 

 

5 CONCLUSÕES E RECOMENDAÇÕES 

O metabolismo amido e sacarose foi bem representado no proteoma de Rhodococcus, 

com destaque de biossíntese da trealose. Este composto constituinte da parede celular das 

bactérias do gênero Rhodococcus, atua como carreadora de ácido micólico; unidos facilitam a 

adsorção de metais, atuando assim na flotação mineral, ou seja, como biossurfactante. 

O agrupamento dos peptídeos em categorias da análise de Gene Ontology permitiu 

identificar peptídeos relacionados a alterações na permeabilidade da membrana, mutações e 

mecanismos de reparo do DNA, possivelmente associados ao ambiente que favorece o 

desenvolvimento da bactéria em um meio rico em metais. As enzimas foram classificadas 

com destaque para hidrolases e transferases, relacionadas ao metabolismo energético e dos 

carboidratos. 

Em relação aos componentes celulares foi possível identificar peptídeos relacionados à 

formação do ácido micólico, constituinte da parede celular de Rhodococcus. Dos peptídeos 

detectados nos processos biológicos, os processos de gliconeogênese e metabolismo de 

carboidratos podem relacionar-se à biossíntese de ácidos graxos. 

A identificação da presença de enzimas e proteínas da via de produção de trealose na 

bactéria Rhodococcus opacus está provavelmente associada a produção de glicolipideos do 

tipo trealolípidios.  
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Para a produção deste componente, segundo a literatura, o meio de cultura deve estar 

adicionado de fontes de carbono suficientes, pois há uma relação direta entre o número de 

carbonos e a quantidade de ácido micólico produzido, relacionando-se à emulsificação de 

moléculas de n-alcanos na parede celular de Rhodococcus e a consequente liberação de 

biossurfactante.  

 

6 APLICAÇÕES POTENCIAIS 

Segundo Rosário (2017) a rota biotecnológica de processamento mineral é uma 

alternativa atrativa sob o aspecto comercial, pois oferece baixo custo, e é ambientalmente 

aceita. Os bioreagentes são capazes de substituir, total ou parcialmente, certos reagentes 

convencionais de flotação em operações de processamento mineral, permitindo separações 

seletivas de minerais através de alterações na química de suas superfícies.  

A bioflotaçao pode ser de particular importância para as indústrias de mineração e 

siderurgia, devido à crescente demanda global por matérias primas e o esgotamento de 

recursos de minérios de maior qualidade. 

Segundo Niescher et al. (2006) há uma correlação entre a formação de biomassa 

(crescimento bacteriano), o consumo de n-alcanos e a formação de glicolipídeos, nos 

experimentos realizados na cepa bacteriana Rhodococcus opacus 1CP. O consumo de 

substratos n-alcanos está diretamente relacionado à produção dos lipídeos de trealose, 

Segundo Colla e Costa (2003), nos cultivos bacterianos em batelada, o acúmulo de lipídios é 

favorecido quando no meio há excesso da fonte de carbono sobre outros nutrientes limitantes. 

Estas itações nos levam a compreender que alterações nas proporções de nutrientes podem 

favorecer ao acúmulo de lipídeos de trealose. 

A utilização de ferramentas moleculares, para o aumento da produção de 

biossurfactantes podem também ser utilizadas, visto o conhecimento da via metabólica, genes 

e proteínas envolvidos no processo.  
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APÊNDICE A – Tabelas com valores de solução estoque para a produção de tampão 

SDS denso e solução de precipitação  

 
Tabela 1 - Tampão SDS denso 

 

 

Fonte: Wang 2003, adaptado 

 

 

Tabela 2 - Solução de precipitação 

Componentes Conc. 

final 

Quantidade 

(g) 

Metanol 

Acetato de 

amônia em metanol 

0,1 M 0,77 100 ml 

Fonte: Wang, 2003 

Dissolver o acetato de amônia em metanol e manter a -20ºC  

 

 

Componentes Conc. 

Estoque 

Conc. 

Final 

Vol. Final 

(9ml) 

Sacarose 1,5M 0,85 M 5,7 ml 

Tris-HCl pH 8,0 1 M 0,1 M 1 ml 

SDS 10% 2% (v/v) 2 ml 

PMSF 100 mM 1 mM 0,1 ml 

PVPP** - 2% 0,2 g 

H2O miliQ - - 0,2 mL 
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APÊNDICE B – Tabela de identificação das proteínas presentes na bactéria Rhodococcus 

opacus 

Disponível em anexo (Arquivo excel) 

 

 


