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Resumo
Atualmente, os pesticidas são uma das maiores
fontes de poluição no oceano, uma vez que os
organofosfatos, parte da sua constituição, são
praticamente insolúveis em água e têm tendência
para se bioacumularem. Estes compostos tóxicos
ameaçam, significativamente, tanto a vida
aquática como a saúde humana. Face a este
problema, o obstáculo imposto foi como reduzir a
quantidade e o impacto dos pesticidas em
diversos ecossistemas, uma vez que não foi
encontrada nenhuma solução na literatura. O
projeto visa uma abordagem inovadora, que
consiste em criar um produto (líquido ou spray) a
partir da enzima opdA, produzida em
cianobactérias geneticamente modificadas para
este fim, cuja função é hidrolisar organofosfatos.
Inicialmente fez-se uma pesquisa científica e a
partir desta selecionou-se o par enzima-substrato
adequado para utilizar na prova-conceito, bem
como o método analítico ideal para analisar as
substâncias em laboratório. O método proposto
envolve a utilização de colónias de E. coli para
conservação dos plasmídeos com o gene da opdA
inserido; utilização da técnica PCR para amplificar
o gene e introdução desse mesmo num plasmídeo,
com o auxílio de primers desenhados

especificamente para essa finalidade, compatível
com a cianobactéria a ser utilizada; cromatografia
de gás para analisar a reação de degradação,
mais especificamente as concentrações de
reagentes e produtos de reação. De acordo com
as investigações feitas até agora, os resultados
esperados são produzir eficazmente a enzima
opdA em cianobactérias e que esta consiga
degradar eficientemente os organofosfatos no
oceano. Até ao momento, todos os procedimentos
têm demonstrado os resultados esperados.


Palavras-chave: opdA, organofosfatos,
cianobactérias, enzimas.
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Introdução
Atualmente, os pesticidas são das maiores fontes
de poluição dos ambientes marinhos. Devido ao
contínuo aumento da atividade agrícola, de modo a
acompanhar o crescimento industrial, torna-se
cada vez mais recorrente a chegada destes
poluentes a qualquer meio marinho, através do
desaguar de rios, por exemplo. No seguimento
deste contexto, o projeto iniciou-se, em parceria
com o CIIMAR, analisando o artigo de revisão sobre
biorremediação enzimática de compostos
organofosforados, (Thakur et al., 2019). O objetivo
desta pesquisa inicial foi selecionar o par enzima-
substrato (pesticida) adequado a utilizar na prova-
conceito a realizar, bem como o melhor método
analítico para analisar as substâncias em
laboratório. A conselho dos cientistas, focou-se em
duas das enzimas presentes no artigo acima
mencionado: OpdA (Anderson et al., 2011; Bird et al.,
2008; Horne et al., 2002; Jackson et al., 2014; Scott
et al., 2011) e a PTE (Bigley et al., 2019; Ghanem and
Raushel 2005; Merone et al., 2005). A partir do
estudo dos artigos científicos relacionados a
ambas, concluiu-se quais os pesticidas mais
frequentemente usados e por isso com mais chance
de terminarem o seu trajeto no meio aquático, pelo
que os três selecionados foram

o Diazinão, o Paratião e o Clorpirifós; como a
enzima OpdA era a mais estudada e a que
apresentava uma relação mais forte com os
pesticidas selecionados foi também a escolhida. O
processo de produção de enzimas teria ainda de
ser feito através de cianobactérias [Anabaena sp.
PCC 7120], para uma semelhança mais próxima
com o ambiente de atuação do produto, pelo que
ainda foi feita uma investigação de enzimas
homólogas à OpdA em cianobactérias (NCBI),
sendo que optamos por utilizar a
Phosphotriesterase [Cyanothece sp. SIO1E1] por
ser a mais adequada a nível de homologia. Com
todos os materiais a ser utilizados definidos, os
cientistas idealizaram os procedimentos
laboratoriais a seguir, seria necessário retirar os
genes pretendidos de um plasmídeo e inseri-los
novamente noutro compatível com a cianobactéria
usada, através de técnicas de PCR e
transformações em E.coli, de seguida será feita
uma conjugação bacteriana, de modo a introduzir
o último plasmídeo na cianobactéria para as
enzimas necessárias serem produzidas.



Procedimento

Iniciamos o trabalho prático com a inserção dos
plasmídeos, com os genes que permitem a
produção da enzima OpdA e Opda_cyano, em
E.coli – transformação. Seguidamente utilizamos a
técnica PCR a diferentes temperaturas de modo a
perceber qual seria a temperatura ideal para a
amplificação dos genes. Por meio da eletroforese e
observação do gel, obtivemos as temperaturas de
62ºC. para ambos os genes.

Com a temperatura anteriormente estudada
efetuamos novamente a técnica de PCR para
obtermos uma maior quantidade de ADN e o
isolamento dos genes desejados. Repetimos a
eletroforese, de modo a verificarmos o sucesso da
amplificação a existência de possíveis
contaminações e, posteriormente, purificamos o
ADN e medimos a sua concentração.

Incluímos, por complementaridade de bases, os
genes, anteriormente isolados e obtidos no PCR,
no plasmídeo compatível com as cianobactérias,
com o auxílio de primers especificamente
desenhados. Posteriormente, realizamos uma nova
transformação em E.Coli do plasmídeo
anteriormente mencionado. Extraímos as colónias
de E.coli selecionadas e por via da técnica de PCR
e posteriormente eletroforese, verificamos a
incorporação dos plasmídeos com os nossos
genes nas mesmas. Extraímos e isolamos
novamente os plasmídeos das células e medimos
as concentrações de ADN.

Figura 1: Eletroforese e PCR



Depois de isolados, introduzimos os plasmídeos
em células especializadas de E.Coli, que nos vão
auxiliar no processo de transferência do
plasmídeo das células de E.Coli para a
cianobactéria -conjugação. Seguidamente,
preparamos os meios de cultura que serão
utilizados para o processo de crescimento das
cianobactérias e de conjugação na câmara de
fluxo laminar, evitando qualquer contaminação.

Figura 3: Câmara de fluxo laminar com as placas de Petri

Figura 4: Conjugação

Finalmente fomos capazes de efetuar o processo
de conjugação, juntando as E.Coli, que contêm os
plasmídeos, com as cianobactérias a utilizar,
seguindo-se atualmente o período de crescimento
das mesmas nos meios de cultura apropriados

Figura 2: Seleção das colónias isoladas de E.Coli



Figura 5: Transformação em E.coli dos genes opdA e opdA-
cyano.

Figura 6: Identificação da temperatura mais adequada para a 
ampliação de ADN, através de técnica de eletroforese.

Figura 8: Colónias em E.coli contendo o plasmídeo compatível 
à cianobactéria com os genes opdA e opdA-cyano inseridos.

Resultados

Perante o procedimento até ao momento efetuado,
os resultados foram os desejados: as colónias de
E.Coli cresceram como o esperado (Figura 5), com a
amplificação e análise através da eletroforese
identificamos uma temperatura mais eficiente para
o processo (Figura 6), verificamos a pureza das
amostras do ADN (Figura 7), as incorporações dos
plasmídeos foram bem sucedidas e prevemos um
resultado positivo para a conjugação (Figura 8).

Figura 8: Conjugação.



De acordo com os estudos e investigações
efetuadas até ao momento, é fundamental ressaltar
o sucesso dos resultados dos procedimentos
realizados que se verificou. Através do protocolo
idealizado por cientistas, que envolve a inserção do
gene OpdA num plasmídeo compatível com a
cianobactéria, e a inserção do mesmo através de
uma conjugação bacteriana, de forma que esta
produza a enzima desejada e através da
cromatografia gasosa (GC) analisar a reação da
mesma com compostos organofosforados, é de
esperar uma eficácia total dos resultados. Prevemos
assim, a produção eficaz da enzima OpdA em
cianobactérias, de modo que esta seja eficiente na
degradação dos compostos organofosforados
presentes no oceano.
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