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RESUMO

Introducdo: A prospeccdo de proteinas pode contribuir diretamente na investigacdo de
processos celulares de forma ampla e sistémica. A identificacdo de proteinas diferencialmente
abundantes pode elucidar informacg6es sobre a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo,
e consequentemente revelar fatores importantes ao processo de biorremediacdo. A base para
resultados promissores em analise protedbmica € a utilizacdo de um método confidvel e
reprodutivel de extracdo de proteinas. Objetivo: Em vista disso, este trabalho propde selecionar
método de extracdo de proteinas com maior rendimento frente a composicao heterégena de
microrganismos num consorcio degradador de petréleo. Material e métodos: As cepas do
consorcio fungico (A) fazem parte dos géneros Penicilium, Aspergillus, Byssochlamys,
Rhodotorula; o consorcio bacteriano (B) do género Pseudomonas e Stenotrophomonas; e o
consorcio misto (C) com a combinacdo de ambos. Esses foram cultivados em meio liquido
Bushnell Haas suplementado com 1% de petréleo ou glicerol a 180 rpm durante 7 dias a 30°C.
Foram utilizados dois métodos de extracdo levando em consideragdo a estrutura rigida da
parede celular dos fungos e, portanto, de dificil acesso ao material proteico. Método | (extracéo
com fenol e precipitagdo acetato de amoénio/metanol), méetodo Il (extracdo com NaCl/acido
cloridrico [0,6 M/0,1%] e precipitacdo com acido tricloroacético a 75%). Associado aos
diferentes tampdes de extracdo, duas estratégias foram utilizadas para auxiliar na lise celular,
uma foi a adicdo de beads de vidros (com 2 ciclos de 5 min de severa agitacdo alternados com
gelo por 1 min). A segunda estratégia foi a submissdo do material a 4 ciclos de 2 min de
ultrassom (130 W, 20 KHz). As proteinas foram quantificadas com auxilio do Qubit
fluorometer (Invitrogen) conforme protocolo do fabricante e visualizadas em gel SDS-PAGE a
12%. Resultados: Como resultado, esses métodos produziram diferencas significativas na
quantificacdo de proteinas onde, A, B e C apresentaram 115,0 ug, 183,8 pug e 24 pug,
respectivamente para solucdo com fenol e 12 ug, 10 pg e 2 pg para cloreto de sédio. A
visualizacdo de proteinas em gel mostrou maior quantidade de bandas nas amostras extraidas
com fenol, corroborando com os dados de quantificacdo. Concluséo: A extracdo com fenol e
precipitagdo em acetato de amonio/metanol e posterior homogeneizagdo com esferas mostrou-
se satisfatoria em termos de quantidade e qualidade de material proteico. Assim, nossos
resultados fornecem informacdes Uteis para a selecdo de métodos de extracdo adequados para
analise protedbmica de consoércio de fungos e bactérias.
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