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‘Biblioteca’ armazena clones que
atuam na degradacao de poluentes

Acervo é

composto de
amostras de

lodo de
sistemas de
tratamento de
efluentes

[SABEL GARDENAL

bel@unicamp.br

rabalhar com clones mo-

dificados geneticamente

de acordo com necessi-

dades especificas para
degradacao de poluentes

serd uma das possibilidades que o
futuro reserva aos especialistas que
atuam em sistemas de tratamento
de efluentes. Os primeiros passos
nesse sentido ja foram dados pelo
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agrico-
las (CPQBA) da Unicamp com a
implantagdo da primeira bibliote-
ca metagenomica de amostras de
lodo de sistemas de tratamento de
efluentes de refinarias. Os clones
obtidos, e que formam o acervo da
biblioteca, t&m a especial capacidade
de degradar compostos poluentes,
que constituem grandes problemas
para uma estacdo de tratamento.
Anova biblioteca chegou a 13.200
clones analisados durante uma pes-
quisa de doutorado desenvolvida pela
bidloga Cynthia Canedo da Silva no
CPQBA. Para isso, ela contou com a
orientacdo da professora Valéria Maia
de Oliveira, do Programa de Pos-
Graduagdo de Genética e Biologia
Molecular do Instituto de Biologia
(IB), que coordena atualmente a
Divisdao de Recursos Microbia-
nos (DRM) do Centro para isola-
mento, identificacdo e preservagio
de micro-organismos provenientes
do meio ambiente e da industria.
Trata-se de um trabalho inédito
no Brasil e que tem o financiamento
da Petrobras e da Fundagdo de Am-
paro a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (Fapesp). Envolve tecnologia
de ponta altamente eficiente para
o mercado. “A ideia sera trabalhar
geneticamente com mutagdes destes
clones, melhorando a sua performan-
ce em diferentes condi¢des: baixo
pH, alta ou baixa temperatura, e alta
ou baixa salinidade. Cada clone,
alias, representa uma tese a ser de-
senvolvida”, revela a pos-graduanda.
A principio, Canedo caracteri-
zou a microbiota no lodo, a fim de
descobrir quais bactérias estavam
ali presentes e o que elas estavam
fazendo. Mas sua motivagao foi mais
longe ainda, passando pela obtencao
de clones com alta capacidade de
degradagdo de poluentes, tarefa que
serd desempenhada em maior pro-
fundidade no pos-doutorado, quando
a pesquisadora devera triar todos
os clones. “Pretendemos fazer uma
caracterizagdo genética e descobrir
novas rotas metabolicas ligadas a de-
gradacdo principalmente de compos-
tos fendlicos, como o fenol”, conta.
A triagem permitird a obtencdo

de clones, ou consorcios destes, que
apresentem alta eficiéncia de degra-
dacdo de um ou varios compostos
aromaticos de dificil degradacao e
que possam ser empregados em trata-
mentos complementares de efluentes
de refinarias de petréleo e em proces-
sos de biorremediacdo (utilizagdo de
seres vivos ou seus componentes na
recuperago de areas contaminadas).
Este projeto, e outros nesta linha, pro-
pdem analisar a diversidade de genes
de degradagdo de hidrocarbonetos e
compostos aromaticos recalcitrantes
nas bibliotecas metagendmicas, con-
tribuindo para o conhecimento sobre
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A biologa Cynthia Canedo da Silva (a esq.), autora da tese, e a professora
Valéria Maia de Oliveira, orientadora: 13.200 clones analisados

as vias cataliticas usadas na degra-
dagdo de petroleo e seus derivados.

Processo

A nova biblioteca foi construida
a partir de amostra de 2 gramas de
lodo. Foi feita a extracdo do DNA
total da comunidade microbiana,
chamado metagenoma, seguida da
selecdo do DNA de alto peso mole-
cular, de aproximadamente 36 kb. O
DNA de alto peso foi colocado em
vetores com capacidade para grandes
insertos. “Essa biblioteca tem no final
uma colecdo de células-hospedeiras
denominadas Escherichia coli, cada
qual carregando um pedago do DNA
da comunidade microbiana daquela
amostra”, explica Canedo.

O acervo fica sediado no CPQBA,
onde esta acondicionado em micro-
placas contendo meio de cultivo e
glicerol, preservado por ultraconge-
lamento num freezer a -80°C. Todos
os clones foram pirossequenciados,
ou seja, tiveram a sua sequéncia de
DNA desvendada. Esta etapa foi
efetuada na Australia, onde Canedo
viveu seis meses de trabalho produ-
tivo. Ela desenvolveu seu projeto no
Victorian AgriBiosciences Centre do
Department of Primary Industries
(DPI), em Melbourne. E o centro de
pesquisa de melhoramento genético
localizado na La Trobe University.

A biblioteca se prestard a novas
pesquisas de bioprospecgdo do DNA

metagenomico de toda a comuni-
dade microbiana em questdo. “Ela
tem insertos de DNA de alto peso”,
relata Oliveira, cujos fragmentos
podem conter operons, com vias
biossintéticas inteiras dentro de-
les, os quais possibilitam fazer um
screening para atividades diversas,
como enzimas de interesse industrial
e genes de degradagdo de compos-
tos poluentes de areas impactadas,
como também para degradacdo de
hidrocarbonetos, producéo de antibi-
oticos e outros compostos bioativos.

Além dessa biblioteca, de 13.200
clones, uma outra existente no CPQBA
¢ a de Sedimento Impactado, da Baia
da Guanabara, que totaliza seis mil
clones e outra ainda derivada de uma
comunidade microbiana de reservato-
rios de petroleo, com 31 mil clones.
Com isso, somam ao todo pouco mais
de 50 mil clones metagenomicos no
momento. “E um grande volume e
pretendemos amplia-lo. Uma aluna
ja esta construindo uma biblioteca de
digestor anaerdbio de esgoto sanitario
e, em breve, comegaremos as biblio-
tecas metagenomicas de mangue”,
informa Oliveira.

Mas a aplicacdo maior, avalia
Canedo, sera mesmo a adi¢do des-
ses clones com alta capacidade de
degradagdo de fenol em sistemas de
tratamento de efluentes de refinaria de
petroleo. Este trabalho, adianta, ndo
sera feito no proprio reator. A intengo
¢ fazé-lo em um reator separado para

protecdo contra escape de organis-
mos geneticamente modificados. “O
sistema serd bem-controlado com
conten¢do adicional, a fim de tratar
os poluentes de dificil degradacao
presentes no biorreator, os chamados
compostos refratarios (ou recalcitran-
tes)”, informa Canedo. Esses clones
teriam a capacidade de degrada-los.
“Se ndo tratado, quando determinado
efluente cai num rio, ele pode ter
componentes toxicos aos peixes, a
microbiota e a todos os seres Vivos.
Entdo a proposta ¢ fazer um sistema
em que o efluente, ao cair no rio, ja
esteja limpo e, quem sabe, pronto
para retso pela propria industria.”

Segundo Oliveira, as concen-
tragdes que os efluentes tém de
compostos recalcitrantes ndo sao tdo
altas, no entanto podem inviabilizar
a liberacdo num corpo d’agua, num
rio. Ocorre que as industrias hoje,
sobretudo as do setor petrolifero,
usam muita agua. “Para processar um
metro cubico de 6leo, sdo utilizados
até 0,6 m3 de agua”, exemplifica.
Assim sendo, constata a orientadora
do trabalho, o ideal € que no processo
industrial a agua esteja tdo limpa a tal
ponto que possa ser reutilizada, o que
reduziria os custos com a produgdo
e com sistemas “mais refinados” de
tratamento. As industrias de papel e
celulose, téxteis, farmacéuticas, pe-
troquimicas, de vernizes e de tintas,
que geram grandes quantidades de
residuos liquidos, seriam os setores

No alto, microplaca onde sao preservados
os clones e, acima, detalhe da biblioteca
metagendmica

mais favorecidos neste particular.
Conclusoes

Na investigagdo, Canedo concluiu
que o lodo apresentava uma alta
diversidade bacteriana, genética e
funcional. Em termos de degradagdo
de fenol, por exemplo, verificou-se
que mais de 200 clones consegui-
ram crescer em meio mineral adi-
cionado de fenol como unica fonte
de carbono. Esses clones, aponta
a pos-graduanda, demonstraram
potencial de uso e exploragdo em
processos biotecnologicos. “Podem
ser aplicados em processo piloto
para avaliar a degradacdo de fenol,
através de ensaios cromatograficos.”

Notou-se ainda a presenga de
novos genes relacionados com a de-
gradacdo desses compostos poluentes
—como fenol, alcano, tolueno, bifenil.
Alguns sdo compostos refratarios
presentes em efluentes provenien-
tes de refinarias de petrdleo, sendo
de dificil degradagdo. Na pratica,
sugere Canedo, esses compostos
estariam sendo tratados antes de
serem liberados no corpo receptor.

Conforme Oliveira, o trabalho de
sua orientanda ¢ o primeiro no pais
na linha de metagendmica aplicada.
“Esta na vanguarda, buscando uma
atividade na industria”, define. No ex-
terior, a metagenomica vem rendendo
frutos concretos ha algum tempo,
estudando e explorando a diversidade
microbiana por meio de uma metodo-
logia que independe de isolamento
e cultivo de micro-organismos a
partir da clonagem direta de DNA de
amostras ambientais, 0 metagenoma.

Nos ultimos anos, novas aborda-
gens de trabalho, envolvendo metodo-
logias de bioinformatica e de biologia
molecular, vém permitindo a prospec-
¢do de informagoes a partir de dados
genomicos. Canedo fez isso ao longo
de quatro anos, comegando em 2006.
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