Departamento de Quimica

EXTRACAO DE PROTEINASEM BACTERIASREDUTORASDE
SULFATO

Aluno: Lucas Troia Machado Silva e Mayara Mendonca de Andrade
Orientador: Fatima V. PereiraMeirelles
Colaboradores: Walter B. Cravo Jr, Ivani, S. Bott, Maria | sabdl P. da Silva,
Monica de O. Penna

I ntroducéo

Bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo microrganismos extremamente importantes
devido ao seu envolvimento nos processos de corrosdo influenciada por microrganismos —
CIM (2).

Células de BRS sdo capazes de crescer em diferentes ambientes como pocos, oleodutos
e reservatorios de petréleo através da realizacdo de uma seqiiéncia de reacdes enziméticas que
resultam na formacéo de sulfetos que geram odor, toxicidade e corrosividade (2-3).

Uma das formas de controle do crescimento destas bactérias € a determinacdo das
atividades enzimaticas importantes neste processo, e subsequentemente, de mecanismos de
inibicdo destas enzimas. A enzima chave deste processo é a APS redutase, uma enzima
intracelular envolvida no metabolismo do sulfato (4). A quantificacdo desta enzima torna-se
portanto, uma ferramenta poderosa que podera auxiliar no estabelecimento de estratégias a
serem utilizadas para o controle da CIM

A localizagdo intracelular da APS redutase dificulta a determinacéo ce sua atividade.
Assim, torne-se necessario 0 estabelecimento de uma metodologia adequada de ruptura
celular, para exposi¢ao da enzima e posterior medida de sua atividade.

Devido a grande diversidade de microrganismos existentes e de suas diferentes
caracteristicas em funcdo do meio onde se encontram, diversos métodos de ruptura para
células bacterianas sdo encontrados na literatura: Basicamente podemos dividi-los em fisicos,
guimicos e enzimaticos.

Os métodos fisicos apresentam como vantagens 0s seguintes aspectos: i) ndo requerem a
adicdo de outros agentes quimicos que muitas vezes podem promover efeitos indesgjaveis a
amostra, ii) podem ser aplicados para diferentes organismos, o que € de grande valia quando
se tem a presenca de consorcios microbianos na amostra e iii) sd0 adequados ao
escalonamento por serem geralmente mais econdmicos que os outros dois. Por outro lado,
apresentam também desvantagens, entre as quais podemos citar: i) geram calor e devem ser
usados com cuidado para ndo promover a desnaturacéo das enzimas de interesse, ii) formam
espuma que também pode levar a desnaturacdo das enzimas, iii) se forem muito vigorosos
podem formar particulas que podem ser carreados e processados, por serem de dificil
separacdo eiv) liberam outras moléculas tais como &cidos nucléicos que geramente tém que
ser removidos para ndo causarem interferéncia nos métodos de dosagem subsequientes.

Os métodos quimicos por sua vez, apesar de promoverem a ruptura eficiente do
envoltério celular geralmente conferem ao sistema condi¢des drasticas (atos valores de pH
por exemplo) que podem levar a desnaturacdo das enzimas de interesse e comprometer 0s
resultados. Quando for necessdria a sua utilizagdo deve ser feita com cuidado para que sejam
minimizados os efeitos adversos.

Os métodos enzimédticos sdo mais caros e se tornam opgdo importante quando os demais
tratamentos ndo fornecerem resultados satisfatorios.

Neste trabalho foram testados diferentes métodos fisicos, quimicos e enzimaticos e suas
combinagtes
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Objetivos
Comparar diferentes metodologias de ruptura celular visando a extracdo de proteinas e a
determinacdo qualitativa da atividade da enzima APS redutase.

Metodologia

Foram utilizadas células de BRS mesofilas provenientes de amostras de oleodutos. As
células eram cultivadas em meio Postgate-E modificado e incubadas a 30°C por 48h. A
cultura obtida foi utilizada como pré-indculo de diferentes frascos de mesma composi ¢ao.
Periodicamente o contetido de dois frascos era filtrado para os ensaios subsequentes.

Para determinag&o do peso seco as células de uma aliquota do filtrado eram retidas em
membrana de 0,22 um e colocadas na estufa a 60°C para secagem até massa constante

Para extracdo de proteinas o filtrado era centrifugado e as células submetidas a
diferentes procedimentos de ruptura celular. Utilizou-se lisozima, ultrasom e agentes
guimicos em diferentes condi¢oes.

Apoés a ruptura da célula o teor de proteinas era determinado em cada fragdo pelo
método de Lowry 6) e a medida qualitativa da atividade da APS redutase era determinada
pelo método do ferricianeto de potéssio (4).

Conclusdes

Os resultados obtidos permitem verificar que todas as metodologias de ruptura celular
testadas (temperatura, choque térmico, ultra-som, agente quimico ou enzimético) foram
eficientes para a extracdo de proteinas, pois permitiram um aumento dos teores de proteinas
na fragdo intracelular solUvel.

A atividade da APS redutase s6 foi observada nas fragbes onde o método quimico foi
associado ao fisico.

Os procedimentos apresentados aqui poderdo ser utilizados para outras condicoes
sempre que for necessaria a extragdo de moléculas intracelulares e servirdo de referéncia
também para os trabalhos onde a ruptura no é desgada.
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