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Resumo

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) sdo compostos
mutagénicos e carcinogénicos aos humanos e aos animais que sao
introduzidos no ambiente em grandes quantidades, devido as atividades
relacionadas a extracdo, ao transporte, ao refino, a transformacao e a utilizacao
do petroleo e de seus derivados. A utilizagdo de enzimas para a biodegradacéo
HAPs em efluentes liquidos € uma tecnologia promissora, porém existem
varios problemas praticos na utilizagdo das enzimas na forma livre, entre eles a
instabilidade da sua estrutura. Diversos métodos tém sido desenvolvidos para
aumentar a estabilidade enzimatica, sendo a técnica de imobilizacdo a de
maior sucesso. Esse trabalho teve como objetivos obter e determinar as
condigbes ambientais que interferem na atividade das enzimas, livres e
imobilizadas, de degradagdo dos HAPs. Isolados de Mycobacterium fortuitum,
de Gordonia polyisoprenivorans e de Naphtalene-utilizing bacterium foram
crescidos em meio mineral e caldo LB contendo 250 mg L™ antraceno ou
fenantreno e suas células rompidas por sonicacdo. Com o extrato celular livre e
imobilizado em alginato de sddio determinou-se as condi¢gdes 6timas de pH
(4,0-9,0, nos tampdes acetato, fosfato e tris-HCI), de temperatura (5-80°C) e de
tempo de reacdo (10-90 min.) para as enzimas catecol 1,2-dioxigenase
(C1,20), catecol 2,3-dioxigenase (C2,30) e protocatecol 3,4-dioxigenase
(P3,40). Avaliou-se também o efeito do Cu®*, Mg**, Hg**, Mn?*, Fe**, K* e NH**
na atividade destas enzimas. Para a obtencéo das enzimas, o caldo LB foi mais
eficiente. A enzima C1,20 presente no extrato celular de M. fortuitum e de G.
polyisoprenivorans apresentou maior atividade em pH 8,0 a 25°C e manteve
esta atividade durante 60min. A enzima C2,30 presente no extrato celular de
M. fortuitum e G. polyisoprenivorans apresentou maior atividade em pH 7,0 a
30 e 35°C e manteve esta atividade durante 90min. A enzima P3,40
apresentou maior atividade em pH 8,0 a 35°C e manteve esta atividade durante
60min. O Fe* e Mn?* aumentaram a atividade das trés enzimas. A atividade
das trés enzimas foi reduzida na presenca dos ions Cu?**, Mg®*, Hg*, K e
NH**, com excecdo da enzima C1,20 que apresentou aumento de atividade na
presenca de H92+. O extrato celular imobilizado contendo as enzimas C1,20,
C2,30 e P3,40 apresenta maior estabilidade as variacbes de pH, temperatura,
tempo de reacdo, em relagdo ao extrato celular livre.

! Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia do Solo. Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncia do Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre (73 p.) - Abril, 2008.
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Abstract

The polycyclic aromatical hydrocarbons (HAPs) are mutagenic and
carcinogenic composites to the human beings and the animals that are
introduced in the environment in great amounts, to its activities related to the
extraction, the transport, the refining, the transformation and the use of the oil
and of its derivatives. The enzyme use for the biodegradation HAPs in effluent
liquids is a promising technology, however some practical problems in the use
of enzymes in its free form exist, between them the instability of its structure.
Many methods have been developed to increase the enzymatic stability, being
the technique of immobilization of greater success. This work had as objective
to get and to determine the environmental conditions that intervene with the
enzymes activity, free and immobilized, of HAPS degradation. Isolated of
Mycobacterium fortuitum, of Gordonia polyisoprenivorans e of Naphthalene-
utilizing bacterium had been grown in half mineral and 250 broth LB | contend
mg L™ anthracene or phenanthrene e its cells breached for sonication. With the
free and immobilized cellular extract in alginate of sodium one determined the
excellent conditions of pH (4,0-9,0, in the drain plugs acetate, phosphate and
tris-HCI), of temperature (5-80°C) and time of reaction (10-90 min.) for enzymes
catechol 1,2-dioxigenase (C1,20), catechol 2,3-dioxigenase (C2,30) and
protocatechol 3,4-dioxigenase (P3,40). It was also evaluated the effect of the
Cu?*, Mg?*, Hg?*, Mn?*, Fe**, K" e NH*" in the activity of these enzymes. For the
attainment of enzymes, broth LB was more efficient. Present enzyme C1,20 in
the cellular extract of M. fortuitum e of G. polyisoprenivorans 25°C presented
greater activity in pH 8,0 and kept this activity during 60min. Present enzyme
C2,30 in the cellular extract of M. fortuitum e G. polyisoprenivorans presented
greater activity in pH 7,0 the 30 and 35°C and kept this activity during 90min.
Enzyme P3,40 presented greater activity in pH 8,0 35°C and kept this activity
during 60min. The Fe** e Mn?* had increased the activity of three enzymes. The
activity of three enzymes was reduced in the presence of ions Cu®*, Mg?*, Hg**,
K* e NH*, with exception of enzyme C1,20 that presented increase of activity
in the presence of Hg®*. The immobilized cellular extract having enzymes
C1,20, C2,30 and P3,40 present greater stability to the variations of pH,
temperature, reaction time, comparing to the free cellular extract.

'Master Dissertation in Soil Science. Post Graduation Programe in Soil Science,
Agronomic University, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto alegre
(73 p.) - April, 2008.
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1. INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) sdo compostos
constituidos unicamente de atomos de carbono e hidrogénio, arranjados na
forma de dois ou mais anéis aromaticos. Os HAPs s&o poluentes gerados
naturalmente, e de forma continua, pela combustdo incompleta de residuos
organicos, mas a contaminagao do solo por estes compostos € um tipico efeito
da atividade antropogénica relacionada aos processos de extragao, transporte,
refino, transformacgao e utilizacdo do petrdleo e seus derivados. Devido a
complexidade estrutural e a baixissima solubilidade em agua, estes compostos
tornam-se recalcitrantes no solo e permanecem por longos periodos neste
ambiente, o que aumenta a possibilidade de exposicdo aos humanos e animais
aos HAPs. O metabolismo dos HAPs nos animais gera compostos epoxidos
com propriedades carcinogénicas e mutagénicas, tendo sido relatados
inumeros casos de cancer no pulmao, intestino, figado, pancreas e na pele,
devido a presenga destes compostos.

Como situagdo especifica de fontes geradoras de efluentes
contaminados por HAPs na regido metropolitana de Porto Alegre/RS pode-se
destacar uma refinaria de petréleo, varias industrias petroquimicas, os postos
de combustiveis e os estacionamentos e garagens, de pequeno e grande porte.
Assim, inevitavelmente, estas atividades geram efluentes liquidos
contaminados com hidrocarbonetos, que se dispostos inadequadamente
podem contaminar o ambiente e a populacéo.

Entre as estratégias para a eliminacdo de efluentes liquidos
contaminados com hidrocarbonetos, pode-se utilizar a biorremediacédo, em que
os microrganismos degradam os HAPSs, utilizando-os como fonte de carbono
e energia para o seu crescimento. A degradacao dos HAPs é catalisada por

complexos enzimaticos conhecidos como oxigenases, que adicionam atomos



de oxigénio ao anel aromatico, desestabilizando as ligagdes quimicas e
permitindo a abertura deste anel. A biorremediacdo de ambientes
contaminados com HAPs pode ser realizada por enzimas microbianas, que
comparativamente aos microrganismos apresentam as vantagens de nao
serem afetadas por inibidores do crescimento microbiano, atuarem em
diversas condicbes ambientais e nao serem susceptiveis a competicdo
microbiana. No entanto as enzimas livres apresentam instabilidade sob certas
condigdes, por isso o interesse pela tecnologia da imobilizagdo tem aumentado
durante as ultimas décadas. Ja foi citado na literatura o efeito benéfico da
imobilizacdo na eficiéncia catalitica das enzimas, bem como das suas
propriedades cinéticas e de estabilidade.

Para que as enzimas microbianas possam ser utilizadas na
degradacdo dos HAPs presentes em residuos liquidos, € necessario haver
grande producado destas enzimas em laboratorio, além do conhecimento das
principais condi¢des ambientais, como pH, temperatura, compostos ativadores
e inibidores, que interferem na sua atividade. Com este conhecimento é
possivel utilizar estas enzimas em biorreatores, sistemas completamente
fechados que permitem o controle de emissdes e possibilita, na maioria dos
casos, a redugcdo do tempo de processo de remediacdo de residuos
contaminados com estes compostos.

Para determinar as condicbes otimas para atividade das enzimas
envolvidas no metabolismo de degradacao dos HAPs, esse trabalho teve como
objetivo a caracterizacdo de enzimas a partir bactérias com potencial de
degradagdo dos HAPs e a determinagdo das condi¢gdes que interferem na

atividade destas enzimas, livres e imobilizadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclico

2.1.1 Caracterizagcao

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclico (HAPs) sédo poluentes
organicos liberados no ambiente em grandes quantidades. Estes compostos
sdo formados unicamente por atomos de carbono e hidrogénio arranjados na
forma de dois ou mais anéis benzénicos, ligados em diferentes posi¢coes
lineares, angulares ou em arranjos. Estas caracteristicas conferem aos HAPs
uma grande variacdo nas propriedades quimicas e fisicas, principalmente na
massa molecular e na solubilidade em agua (Jhonsen et al., 2005).

Devido a possibilidade da fusdo de um numero variavel de anéis e
das varias posi¢cdes em que estes anéis podem se ligar entre si, ha atualmente
mais de 100 HAPs reconhecidos pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC). Dentre estes, somente 18 sdo considerados em funcao das
caracteristicas quimico-fisicas, toxicologicas, ambientais e industriais
existentes. Sdo eles: acenaftaleno, acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno,
benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(e)pireleno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(g,h,i)pireleno, benzo(j)fluoranteno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno,
fenantreno, fluoranteno, fluoreno, indeno(um,2,3-c,d) pireno, naftaleno e pireno
(Potin et al., 2004).

O antraceno € um dos poucos HAP produzido industrialmente
(Figura 1). E obtido a partir do carvdo, numa fragcdo conhecida como “6leo de
antraceno” ou “Oleo verde”. O antraceno (C14H1p), também conhecido como
antracin ou paranaftaleno, é formado por trés anéis aromaticos, arranjados de
forma linear, apresentando massa molecular de 178,2 g e solubilidade em agua

de 0,076 mg L™ (Verschueren, 2001). O antraceno é usado na produgdo de



corantes, de fibras sintéticas e como diluentes de preservantes de madeira
(Hawley, 1993). Devido a sua menor toxidade em relagdo aos demais HAPs, o
antraceno tem sido utilizado como modelo para estudo envolvendo a dindmica
destes compostos no ambiente (Weigand et al., 2002).

O fenantreno também é utilizado industrialmente para a producao de
corantes e de explosivos (Figura 1). Este composto € um isémero do antraceno
(C14 H1o) com um dos trés anéis aromaticos n&o arranjados linearmente em
relacdo aos demais. Este também €& conhecido como fenantrin, apresenta

massa molecular de 178,2 g e solubilidade em agua de 1,29 mg L

(Verschueren, 2001).

ANTRACENO FENANTRENO

FIGURA 1. Férmula estrutural do antraceno e do fenantreno (Verschueren,
2001).

2.1.2 Toxicidade e legislacéo

Os HAPs sao considerados residuos perigosos aos seres vivos € ao
ambiente. A exposicdo de humanos e animais aos HAPs ocorre por inalagéo,
exposi¢cao oral ou dérmica (Samanta et al., 2002). A quantidade absorvida por
inalacao depende do grau de contaminacédo atmosférica, que esta diretamente
relacionado a urbanizacao, trafego de veiculos e industrializacdo do local. A
absorcdo dérmica é importante em pessoas que trabalham em atividades
relacionadas ao petréleo e a petroquimica (Netto et al., 2000).

O metabolismo dos HAPs ocorre em diferentes tecidos do organismo
por varias rotas, em quase todas ha formacdo de compostos epodxidos, com
propriedades carcinogénicas e mutagénicas, tendo sido relatado inumeros
casos de cancer no pulméo, intestino, figado, pancreas e na pele, devido a
presenca destes compostos (Goldman et al., 2001).

As monoxigenases dependentes do citrocomo P450 sao
responsaveis pela oxidagado enzimatica dos HAPs. Estas agem principalmente

sobre a regido de elevada densidade eletrbnica ou na regido angular da



molécula do HAP, formando oOxidos de arenos (epdxidos primarios). Estes
podem espontaneamente formar fendis, ou, por acdo das epdxido hidrolases,
produzirem di-hidrodidis, que serdo oxidados a quinonas, que podem sofrer
nova epoxidagdo, levando a formagdo de epoxidos secundarios (di-
hidrodiolepdxidos). Tanto os epdxidos primarios quanto os secundarios podem
reagir covalentemente com as bases nucleofilicas do DNA, notadamente a
guanina, formando os denominados adutos HAP-DNA, que eventualmente,
podem dar inicio a um processo mutagénico. Reagdes semelhantes sao
observadas com outras macromoléculas tais como a albumina e a hemoglobina
(Netto et al., 2000).

No Brasil, somente o Estado de Sdo Paulo possui legislacdo que
trata da contaminacdo do solo e das aguas subterraneas pelos HAPs. Nesta
legislacdo, o naftaleno apresenta um Valor de Referéncia de 0,2 mg kg™, o que
significa que, em concentragdes iguais ou menores a esta, o solo pode ser
considerado “limpo” e possivel de ser utilizado para qualquer finalidade. O
Valor de Intervencao indica que ha riscos para a saude humana e para o
ambiente, sendo que a ultrapassagem desse valor em um volume de solo de
25 m® ou em 100 m® de agua subterranea impdem a necessidade de
implementacgéo, na area avaliada, de a¢des de remediagdo. Para o naftaleno, o
Valor de intervencdo é de 15 mg kg™ em solos agricolas, de 60 mg kg™ em
solos residenciais e de 90 mg kg™ em solos industriais. Na agua subterranea, o
valor de intervencéo para este HAP é de 100 ug L' (CETESB, 2005).

Em termos mundiais, a legislagdo ambiental existente sobre HAPs
nos Estados Unidos esta sob competéncia da Agéncia Americana de Protecao
Ambiental (USEPA), e na Unido Européia, da Comissdo das Comunidades
Européias e da Lista Holandesa de Valores de Qualidade do Solo e da Agua
Subterranea. As concentragbes maximas permitidas dizem respeito
principalmente ao benzo(a)pireno, que é o HAP cujo metabolismo em
mamiferos é mais estudado. Para o ar, a Comissdao das Comunidades
Européias (2003) determinou a concentragdo maxima de 0,001 ug m> de
benzo(a)pireno, enquanto a USEPA limita este valor em 100 pg m™>. Para a
agua potavel, a USEPA estabeleceu o valor maximo de 0,0028 ug L™ de HAP
€ para meios nao especificos, estabeleceu as doses diarias de referéncia para

o antraceno (0,3 mg kg dia”), acenafteno (0,06 mg kg dia™”), fluoranteno



(0,04 mg kg™ dia™), fluoreno (0,04 mg kg™ dia™) e pireno (0,03 mg kg™ dia™)
(USDHS, 1995).

2.1.3 Geracéao, contaminacao e remediacéao

Os HAPs s&o gerados tanto por processos naturais quanto por
antropogénicos. Resultam principalmente da combustdo incompleta de
residuos organicos, como carvao vegetal e mineral, geracéo de fuligem a partir
de motores de veiculos e da cadeia de extracdo, transporte, refino e
transformacdo do petrdleo e seus derivados (Zhang et al.,, 2006). Como
exemplo desta ultima fonte, podemos citar a borra oleosa gerada por duas
grandes fontes geradoras e consumidoras de HAPs, a Refinaria Alberto
Pasqualini (REFAP - Canoas/RS) e o Pdlo Petroquimico do Sul (Triunfo/RS).
Durante o processo de tratamento de efluentes gerados pelas refinarias de
petroleo e industrias petroquimicas € produzido um residuo solido, com
elevada carga organica, denominado de borra oleosa. A composi¢cdo deste
residuo solido é variavel devido a quantidade e a qualidade dos produtos que o
geraram, aos processos a que o residuo € submetido, aos vazamentos
continuos e os que ocorrem durante o processo industrial (Mielniczuk, 1991).

O Sistema Integrado de Tratamento de Efluentes Liquido do SITEL-
CORSAN (SICECORS) do Pdlo Petroquimico de Triunfo, RS, gerava
anualmente 2.500 m® de um lodo oleoso (ou borra oleosa), contendo 40,3% de
carbono, em uma mistura complexa de HAP (Santos et al., 2004). Este residuo
€ tratado pelo processo de landfarming, onde havia indicios de que a
biodegradagao de residuos neste sistema é um processo lento e, em curto
prazo, incompleto, com acumulo dos residuos mais recalcitrantes no solo,
quando ha reaplicagbes sucessivas. Entre os varios compostos organicos
presentes na borra oleosa incluem-se os alcanos, cicloalcanos, aromaticos,
benzeno, xileno, além de outros compostos como fendis e os HAPs. Durante o
processo industrial, os HAP podem sofrer substituicbes do carbono do anel
aromatico por nitrogénio, oxigénio ou enxofre, potencializando a toxicidade e
representando um grande risco a seguranga das populagdes adjacentes
(Cerniglia, 1993).



Os centros urbanos sao os locais com maior potencial de
contaminacao de HAPs, sendo que os residuos produzidos pelos postos de
combustiveis representam a maior fonte geradora de HAPs, responsavel pela
contaminagao do ar, do solo, do subsolo e das aguas subterraneas. Além dos
postos de combustiveis, destacam-se ainda pela contaminagdo ambiental nos
centros urbanos, as oficinas mecanicas, as lavagens e as garagens de
automoveis (Lima et al., 1998). Assim, devido a estas atividades, o solo recebe
anualmente quantidades consideraveis dos HAPs que, em funcdo da
complexidade da sua estrutura quimica, da sua baixissima solubilidade em
agua e da forte tendéncia de sorgcdo a fase sélida do solo, tornam-se
recalcitrantes e permanecem por longos periodos no ambiente, 0 que aumenta
a possibilidade de exposi¢cao de humanos e animais a esses compostos.

Apesar da recalcitrancia dos HAPs, é possivel a remediacao desses
compostos no ambiente pela degradagao abidtica. Entre os processos abioticos
pode-se destacar a degradacao quimica e fisica, que ocorre pela interagao de
moléculas e ions, ou por excitacdo da molécula por efeitos da luz e
temperatura, que diminuem a estabilidade estrutural da molécula, conduzindo
ao rompimento de ligagdes. Entretanto, processos abioticos sdo lentos e muitas
vezes geram compostos intermediarios com caracteristicas mais indesejaveis
que as substancias originais, havendo a necessidade de se buscar alternativas

mais eficientes para eliminagado dos HAPs do ambiente (Assalin et al, 2006)

2.2 Biorremediacao de HAPs

2.2.1 Microrganismos degradadores dos HAPs

Os microrganismos do solo, tanto em termos de biomassa como em
diversidade fisiolégica, sdo reservatorios cataliticos potenciais e quando
expostos a determinadas moléculas organicas exibem enriquecimento seletivo
de forma a possibilitar a conversdao destes em fontes de C e energia e,
consequentemente, a levar a sua degradacdo. Deste modo o solo € um
ambiente relativamente favoravel a biodegradacdo de residuos organicos,
como os HAPs (Alexander, 1999).



Os HAPs sao degradados por um grupo especifico de
microrganismos, ao contrario dos compostos alifaticos (Watkinson, 1990) e de
hidrocarbonetos n&o aromaticos, que sdo degradados por um numero maior de
microrganismos do solo. Por outro lado, quando as populagbes microbianas
sao expostas a esses compostos, pode ocorrer o crescimento seletivo,
tornando-os mais eficientes para a utilizacdo destes compostos (Kanaly et al.,
1997).

A contagem microbiana de células viaveis em solos férteis varia
entre 107 e 10® por grama de solo, sendo as bactérias, o grupo mais numeroso
de microrganismos, com os fungos apresentando a maior biomassa, entre
outros grupos de actinomicetos, algas e protozoarios (Mielniczuk, 1991).
Todavia, a degradagao de residuo oleoso, contendo HAP, é resultado quase
que exclusivo da atividade bacteriana, em condigdes aerdbias (Richard e
Vogel, 1999).

Desde a década de 50, varios trabalhos buscaram selecionar
microrganismos em culturas puras com capacidade de degradar HAPs, sendo
isoladas bactérias pertencentes principalmente aos géneros Pseudomonas,
Aeromonas, Beijerinckia, Flavobacterium, Nocardia, Corynebacterium,
Sphingomonas, Mycobacterium, Stenotrophomonas, Paracoccus, Burkholderia,
Microbaccterium, Gordonia, entre outros (Zhang et al., 2004; Jacques et al.,
2007), e varios fungos dos géneros Cunnighamella, Phanerochaete, Fusarium,
Candida, Penicillium, Pleorotus, Trametes, Aspergillus, Bjerkandera e
Chrysosporium, entre outros (Cerniglia, 1997; Jacques et al., 2005). Somente
nos Uultimos anos tém sido dada atencdo aos consoércios microbianos
degradadores de HAPs, que comparativamente as culturas puras, tém se
mostrado mais efetivos na degradacao destes compostos, devido a capacidade
de utilizar um maior numero de HAPs como fonte de C, pela maior taxa de
degradacgéo e principalmente pela maior mineralizagcdo destes compostos, o
que aumenta a possibilidade de um processo de biorremediacdo mais efetivo
onde os contaminantes tém maiores chances de serem completamente

eliminados do ambiente (Boonchan et al., 2000; Ghazalli et al., 2004).



2.2.2 Metabolismo microbiano de degradacdo dos HAPs

A biodegradacado aerébica dos HAPs pelos microrganismos €
catalisada por complexos enzimaticos conhecidos como oxigenases, que
adicionam atomos de oxigénio ao anel aromatico, desestabilizando as ligagdes
quimicas e permitindo a abertura deste anel. As oxigenases podem ser
divididas em monoxigenases e dioxigenases (Bertini et al., 1995). As
monoxigenases tém a fungcéo de oxidase e de redutase, adicionando um atomo
de dioxigénio atmosférico (O2) no anel aromatico, reduzindo o excesso de O, a
agua (Mason, 1988). As dioxigenases adicionam dois atomos de oxigénio no
anel aromatico, havendo a necessidade de cofatores como NADH e NADPH,
0s quais recebem elétrons provenientes de uma flavoproteina contendo ferro-
enxofre e os transferem para uma ferrodoxina 2Fe e 2S. A redugao da proteina
ferro-enxofre terminal ira catalisar a oxidagdo do composto aromatico (Haigler
& Gibson, 1990). Uma vez clivados, os HAPs serdo transformados em
intermediarios das rotas comuns do metabolismo microbiano, que possibilitarao
aos microrganismos utilizarem compostos aromaticos como fonte de carbono e
energia para o seu crescimento (Bamforth & Singleton, 2005).

As enzimas de degradagédo dos HAPs podem ser divididas em dois
grupos: as periféricas e as de fissdo. As enzimas periféricas tém a funcao de
reconhecer e converter os HAPs em moléculas degradaveis pelas enzimas de
fissdo, que fardo com que estas moléculas possam entrar nas rotas comuns de
geracao de energia e do carbono nas células microbianas (Mishra et al., 2001).

O metabolismo bacteriano dos HAPs ja ha algum tempo tem sido
quimicamente estudado, com a determinacdo de varios intermediarios das
rotas de degradacéo (Evans et al., 1965), porém a identificagcdo dos genes e
das enzimas envolvidas necessitam de um maior entendimento (Mishra et al.,
2001). Alguns estudos, no entanto, tém possibilitado a identificagcdo de boa
parte destas rotas metabdlicas, ainda que seja dificil sendo impossivel, predizer
a maneira exata em que um composto aromatico em particular sera
catabolizado (Caldwell, 2000). Para demonstrar as principais transformacdes
pelas quais os HAPs sdo submetidos apds absorcao pelas células bacterianas,

utilizaremos como exemplo a rota de degradacao do antraceno (Figura 2).
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Durante a biodegradacgao aerdbica do antraceno, o primeiro passo é
o reconhecimento e a incorporagédo de dois atomos de oxigénio na molécula.
Isto é realizado por uma enzima dioxigenase, originando um intermediario com
duas hidroxilas, denominado antraceno cis 1,2-dihidrodiol. Este por sua vez,
tera dois atomos de hidrogénio retirados da sua molécula por uma enzima
dehalogenase, originando um composto denominado 1,2 dihidroxiantraceno,
que sera substrato de uma oxidase Fe-dependente, que o transformara em um
intermediario com dois anéis fechados e um aberto, o cis-4(2’hidroxinaft-3-yl).
Por acdo de uma aldose, este composto € convertido em piruvato e em uma
molécula com dois anéis aromaticos fechados, denominada 2-hidroxi 3-
naftaldeido. Ou seja, até este passo da rota de degradagédo, um dos anéis foi

aberto e houve a formagédo de uma molécula de piruvato (Evans et al., 1965).

H_ OH
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Antraceno Antraceno cis 1,2-dihidrodiol 1,2-Dihidroxiantraceno
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Figura 2. Degradagao do antraceno por bactérias aerébias (Evans et al.,1965;
Cerniglia, 1984; Caldwell, 2000).
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O 2-hidroxi 3-naftaldeido é convertido por uma desidrogenase em
acido 2-hidroxi-3-naftdico, que pela agdo de uma aldolase gera o 2,3
dihidroxinaftaleno. Este ultimo composto sera substrato de dioxigenases que o
transformarao primeiro em cis 2-hidroxibenzalpiruvato e depois, em piruvato e
salicilato. A salicilato hidrolase convertera este composto monoaromatico em
catecol (Cerniglia, 1984).

As células bacterianas utilizam duas rotas diferentes para a
degradagdo do fenantreno. Nas duas rotas o primeiro passo é o
reconhecimento e a incorporagéo de dois atomos de oxigénio na molécula. Isto
€ realizado por uma enzima dioxigenase, originando um intermediario com
duas hidroxilas, denominado acido 1-hidroxi-2-naftéico. Em uma das rotas este
composto tera um atomo de oxigénio retirado da sua molécula por uma enzima
desidrogenase, originando um composto denominado 1,2-dihidroxinaftaleno, o
qual agora faz parte da rota de degradacao do naftaleno. Este ultimo composto
sera substrato de dioxigenases que o transformara em salicilato. A salicilato
hidrolase convertera este composto monoaromatico em catecol e/ou gentisato.
Na outra rota, o composto acido 1-hidroxi-2-naftéico € convertido por uma
desidrogenase a acido protocatecoico, formando o intermediario central
protocatecol (Evans et al., 1965; Zhang et al., 2006). A transformagdo do
catecol, gentisato e protocatecol em intermediarios comuns das rotas
metabdlicas dos microrganismos é realizada pelas enzimas de fissdo, conforme
discutido a seguir.

Devido a este complexo aparato enzimatico, os HAPs presentes no
meio de cultura podem ser mineralizados em elevadas propor¢gdes pelas
bactérias. Os trabalhos de Zhang et al. (1997) e de Jonhson e Karlson (2004)
obtiveram mineralizagédo proximas a 100% quando o fenantreno foi utilizado
como unica fonte de carbono pela Pseudomonas putida e pela Sphingobium
sp., respectivamente. Jacques et al. (2007) observaram mineralizagdes
proximas a 100% do antraceno no solo inoculado com um consércio
microbiano. Observa-se que, apesar da complexidade estrutural dos HAPs, as
bactérias apresentam capacidade de transformar estes compostos em
intermediarios comuns das rotas do seu metabolismo, ou seja, utilizam os
HAPs como fonte de carbono e energia para o seu crescimento, que em ultima

analise, representa a producao de biomassa. No ambiente edafico, esta
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biomassa sera posteriormente transformada em CO, e H,O ou sera
incorporada, na forma de moléculas inertes do ponto de vista toxicolégico ao
himus, representando um processo completo de eliminagdo dos HAPs do

ambiente.

2.2.3 Enzimas de fissdo

As enzimas microbianas que s&o utilizadas na degradagdo dos
poluentes estdo envolvidas na protecao das células contra substancias que
lhes seriam tdxicas e/ou permitindo a utilizagcdo de carbono como fonte de
energia. A detoxificagdo pode resultar na completa mineralizagdo do poluente
ou em decomposig¢ao parcial associada com a perda da atividade bioldgica.
Vérias enzimas nao sao completamente especificas aos substratos e agem
sobre compostos recém sintetizados e liberados pelas atividades humanas na
biosfera (Mars et al., 1999).

Com a incorporagdo de oxigénio nos compostos aromaticos pelas
dioxigenases € produzido um composto cis-dihidrodiol que servira de substrato
para outras enzimas desidrogenases que farao a rearomatizagao do composto,
formando intermediarios centrais da rota de degradagdo de hidrocarbonetos
aromaticos: catecol, protocatecol e gentisato. Esta é a fungcdo das enzimas
periféricas. A partir de entdo, atuam as denominadas enzimas de fissao, que
converterdao os intermediarios centrais em compostos que possam ser
utilizados no ciclo dos acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs), como succinato,
piruvato e acetil-CoA (Loh et al., 2002).

As enzimas de fissdo podem der divididas em dois grupos,
conforme o local da clivagem no intermediario central. As enzimas intradiol
abrem o anel aromatico entre os dois atomos de carbono hidroxilados, ou seja,
por via orto, originando o cis-muconato, que por passos sucessivos sera
convertido em succinato e acetil-CoA. A catecol 1,2-dioxigenase é a enzima
que fara a clivagem do anel aromatico se o intermediario central for o catecol. A
enzima protocatecol 3,4-dioxigenase fara a clivagem do anel aromatico se o
intermediario central formado for o protocatecol. As enzimas extradiol fazem
abertura do anel aromatico adjacente aos atomos de carbono hidroxilados, ou

seja, por via meta, originando o 2-hidroximucdnico semialdeido, que por passos
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sucessivos sera transformado em piruvato e acetaldeido. Nesta via, a catecol
2,3-dioxigenase € a enzima que fara a clivagem do anel aromatico se o
intermediario central for o catecol, e a protocatecol 4,5-dioxigenase fara a
clivagem se o composto formado for o protocatecol (Caldwell, 2000).

A catecol 2,3-dioxigenase (EC 1.13.11.2) faz parte das enzimas de
clivagem extradiol (Figura 3). Consiste de quatro subunidades idénticas de
32KDa e contém um ion ferro [Fe(ll)] catalitico por subunidade. O produto de
reacdo € o semialdeido 2-hidroximuconico, o qual possui coloracdo amarela
(Hahn et al., 1991). A reacdo enzimatica procede por um mecanismo bi-uni
ordenado, onde primeiro ocorre a ligagcdo do catecol a enzima, seguindo o
dioxigénio para formar um complexo ternario, e finalmente, o anel aromatico é

clivado para produzir o semialdeido hidroximucénico.
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FIGURA 3. Clivagem extradiol (via meta) do catecol pela enzima catecol 2,3-
dioxigenase e clivagem intradiol (via orto) do catecol pela enzima
catecol 1,2-dioxigenase (Caldwell, 2000).

A catecol 1,2-dioxigenase (EC 1.13.11.1) contém Fe (lll) como grupo
prostético e pertence as enzimas que fazem clivagem intradiol (Figura 3).
Muitas espécies bacterianas apresentam subunidades a e 3 ndo idénticas (af-
Fe®*"),. Ja outras, possuem polipeptideo simples (a a-Fe*"), bem como possuem
pouca ou nenhuma atividade aos cloracatecois. A protocatecol 3,4-dioxigenase
(EC 1.13.11.3) pertence as enzimas que realizam clivagem intradiol (Figura 4).
Contém Fe (Ill) como grupo prostético e numerosas subunidades a e 3, que
formam diferentes estruturas quaternarias de (ap),, onde n varia de 3 a 12

(Harayama et al., 1992).
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FIGURA 4. Clivagem intradiol (via orto) do protocatecol pela enzima
protocatecol 3,4-dioxigenase (Harayama et al., 1992).

2.3 Biorremediagdo dos HAPs no Solo

2.3.1 Definicao e estrategias

A biorremediacdo é por definicdo a utilizagdo de processo ou de
atividade biolégica para a transformacdo de contaminantes em substancias
inertes (Hollinger et al., 1997). Esta biotecnologia vem sendo utilizada ha varios
anos em outros paises e, em certos casos, apresenta custo e maior eficiéncia
na remocgao dos contaminates do que as técnicas fisicas e quimicas (como
incineracdo e lavagem do solo), sendo atualmente utilizada em escala
comercial no tratamento de diversos residuos e na remediacdo de areas
contaminadas (Bamforth & Singleton, 2005). Por outro lado, a degradagao dos
HAPs no solo pode ser limitada pela incapacidade dos microrganismos
autéctones em metabolizar eficientemente esses compostos, pela falta de
nutrientes a microbiota degradadora ou pela baixa biodisponibilizadde dos
HAPs aos microrganismos degradadores, devido a sorgéo a fase sélida mineral
e organica do solo (Johnsen et al., 2005).

Como estratégias usadas para superar estas limitagcbes e promover
uma eficiente remoc¢ao dos contaminates do ambiente, podem ser utilizadas
técnicas de biorremediacdo in situ, sem remogdo do solo, sendo a
biorremediagado realizada no proprio local contaminado, dentre estas se
destacam: adicdo de nutrientes (bioestimulo) para aumentar a atividade
metabdlica microbiana; adicdo de linhagens microbianas exdgenas
degradadoras (bioaumento); e adicdo de surfatantes, que auxilia a
metabolizacdo dos compostos poluentes, facilitando o transporte destes

substratos organicos para o interior das células microbianas ou diminuindo as
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interacdes superficiais contaminante/solo. As tecnicas ex situ, em que ha
necessidade de remocao do solo, sendo a biorremediagao realizada em outro
local, utilizando a compostagem e biorreator (Nano et al., 2003).

Existem uma infinidade de tipos e configuragcbes de biorreatores que
ilustrativamente podem ser comparadas a tanques aéreos fechados. O solo
contaminado é misturado com agua, de modo a formar uma suspenséo com 10
a 40% de solidos, que € mecanicamente aerada através de rotagdes. A
formacado desta suspensao no interior do biorreator possibilita 0 aumento da
disponibilidade dos contaminates aos microrganismos degradadores. Os
biorreatores apresentam maior aplicabilidade no tratamento de efluentes
liquidos, permitindo o monitoramento efetivo do processo, maior controle das
variaveis (valor de pH, temperatura, umidade, etc.) e melhor incorporagao de
aditivos. Além disso, os biorreatores sao sistemas completamente fechados
que permitem o controle de emissdes e possibilita, na maioria dos casos, a
reducdo do tempo de processo (Macleod & Daugulis, 2005). A adigdo de
enzimas livres ou imobilizadas em sistemas de biorreatores € uma técnica de
biorremediagdo que tem ganhado grande destaque nos ultimos anos, para o
tratamento de efluentes liquidos contaminados com HAPs (Fernandez-Lafuente
et al., 2000; Kalogeris et al., 2006).

2.3.2 Uso de enzimas livres e imobilizadas para biorremediacao
de HAPs

Enzimas podem ser uma boa alternativa para recuperacdo de
ambientes contaminados com HAPs, pois podem ser utilizadas para tratar
poluentes com muita especificidade. Possuem muitas vantagens quando
comparado a tratamentos convencionais, incluindo aplicagdo em materiais
recalcitrantes, com concentracbes variaveis do contaminante (Duran &
Esposito, 2000). Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas para avaliar a
possibilidade biotecnolégica e ambiental da utilizagdo das enzimas. Seu uso
efetivo pode ser amparado por suas propriedades particulares como sendo um
material protéico ou peptidico que n&o gera subprodutos indesejaveis, mas
elas apresentam instabilidade para serem utilizadas sob condicbes ambientais,

por isso 0O interesse pela tecnologia da imobilizagdo tem aumentado durante as
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ultimas décadas. Ja foi citado na literatura o efeito benéfico da imobilizacdo na
eficiéncia catalitica das enzimas, bem como das suas propriedades cinéticas e
de estabilidade (Degaldillo & Rodriguez-Nogales, 2005).

A imobilizagdo enzimatica é uma técnica que oferece algumas
vantagens na biorremediacdo (Fernandez-Lafuente et al., 2000). As enzimas
imobilizadas comparadas com as enzimas livres tém a atividade enzimatica
reduzida e a constante de Michaelis aumentada. Essas alteracbes séao
resultantes de trocas estruturais introduzidas na enzima pela aplicacido do
carreador criando um microambiente o qual a enzima trabalha. A imobilizacdo
em particulas € um processo pelo qual enzimas produzidas pelo cultivo in vitro
de microrganismos sao retidas dentro de esferas poliméricas semi-permeaveis,
com as enzimas distribuidas uniformemente dentro delas. O processo consiste
da mistura das enzimas com uma solugao pré-polimérica, aplicando uma forca
que separa enzima/polimero em particulas, geralmente esféricas, seguido de
solidificacdo do material. Os polimeros que sdo comumente utilizados incluem
o alginato, goma gelana, carragenana, agarose, poliuretano, poliacrilamida e
metacrilato. Dependendo do polimero e da técnica de formacao utilizada, as
particulas podem variar de tamanho, de muito pequenas (aproximadamente 2 a
10 ym de didametro) a muito grandes (aproximadamente 3 mm). O tipo de
polimero e o tamanho das particulas irdo influenciar na atividade enzimatica,
retencdo, difusdo de nutrientes e estabilidade da particula (Knaebel et al.,
1997).

Para implementagdo de um processo comercial os efeitos benéficos
da catalise enzimatica devem superar os da catalise quimica levando-se em
consideracao a sua atuacdo em relacdo aos aspectos de saude publica e
ambiental, viabilidade econémica e facilidade de utilizagdo, devido a estas
caracteristicas, enzimas imobilizadas tém sido implementadas em grande

escala (Krajewska, 2004).



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Microrganismos degradadores de HAPs

Os microrganismos utilizados neste trabalho fazem parte de um
consorcio formado por cinco bactérias e um fungo degradadores de HAPSs,
isolados por Jacques et al. (2007). O isolamento foi realizado em amostras de
solo provenientes do landfarming do SICECORS (Sistema Centralizado de
Controle de Residuos Sélidos do Pdlo Petroquimico do Sul), onde desde 1989
€ tratado o lodo oleoso produzido pelas industrias deste Pélo, localizado em
Triunfo/RS, e mais recentemente os residuo petroquimicos gerados pela
Refinaria Alberto Pasqualini, localizada em Canoas/RS.

O consoércio microbiano foi preservado em temperatura de 4°C em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio mineral liquido Tanner com
a seguinte constituicdo em g L™: CaCl, 2H,0, 0,04; KH,PO,, 0,1; NaCl, 0,8;
NH4CI, 1,0;MgS0O,4 7H,0, 0,2 e KCI, 0,1. Os micronutrientes foram adicionados
na concentracdo, em mg L™ CoCl, 6H,0, 0,1; MnCl, 4H,0, 0,425; ZnCl,, 0,05;
CuSO4 5H,0, 0,015; NiCl, 6H,0, 0,01; NazMoO4 2H,0, 0,01; Na;SeOy4, 0,01 e
Fe(NOs); (Shuttleworth & Cerneglia,1996), acrescido de 250 mg L de
antraceno. Neste meio, os microrganismos encontravam-se todos misturados
na forma de consorcio. Em intervalos mensais o consoércio era repicado para o
mesmo meio e incubado durante 7 dias sob agitagdo de 150 rpm e a 30°C de
temperatura.

Uma aliquota de 1 mL deste meio com o consoércio crescido foi
diluida em solugao salina (NaCl 0,85%) e plaqueada em meio agar nutritivo
com a seguinte constituicdo: extrato de carne, 3 g; peptona, 5 g; agar, 15 g;
agua destilada 1L; a pH 7,0), acrescido de 250 mg L™ de antraceno, sendo as

placas incubadas por 72 horas a 30°C. As colbnias de bactérias crescidas nas
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placas que apresentaram diferencas visuais tais como: aspecto, tamanho,
coloracéo, forma e borda da col6nia, foram estriadas no mesmo meio até a
purificacdo dos isolados e armazenadas neste meio sélido sob refrigeragao a
4°C. Deste procedimento selecionou-se trés bactérias Mycobacterium fortuitum,
Gordonia polyisoprenivorans e Naphtalene-utilizing bacterium, que ja haviam
sido identificadas através do sequenciamento do gene do rRNA 16S (Jacques
et al., 2007).

3.2 Crescimento das bactérias para obtencdo da enzima

Para avaliagdo do crescimento das bactérias e obtengdo do extrato
celular com maior atividade das enzimas foram realizados experimentos com
diferentes meios de cultura. Os isolados foram incubados separadamente em
frascos com meio mineral Tanner com 250 mg L™ de antraceno ou fenantreno.
A incubacgao ocorreu sob agitacdo de 150 rpm e a 30°C de temperatura, e em
intervalos de 5 dias uma aliquota de 1 mL era diluida em solugao salina,
plagueada em meio agar nutritivo, onde era realizada a contagem das unidades
formadoras de colénia (UFC). Neste intervalo também era realizada a
quantificacdo da atividade das enzimas catecol 1,2, catecol 2,3 e protocatecol
3,4 dioxigenase.

O outro meio utilizado foi o caldo Luria Bertani (LB) com a seguinte
constituicdo: extrato de levedura, 5 g; triptona, 10g; NaCl, 10g; agua destilada,
1L com 250 mg L™ de antraceno ou fenantreno e incubados sob agitagédo de
150 rpm e 30°C de temperatura. Para este meio, a contagem de células por
UFC e a quantificagdo da atividade das mesmas enzimas foi realizada em

intervalos de 12 horas.
3.3 Efeito da concentracdo de HAPs na obtencdo das enzimas

Para a indugao das enzimas de degradacédo dos HAPs, os isolados
foram inoculados em 500 mL de caldo LB com 0, 50, 150 e 250 mg L™ de
antraceno ou fenantreno. Foram incubados sob agitagdo de 150 rpm e a 30°C
de temperatura. Apds 36 horas foi obtido o extrato celular e quantificado a

proteina e a atividade enzimatica, conforme descrito a seguir.
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3.4 Efeito da sonicagao para obtencédo das enzimas

Para aperfeigoar a obtengcdo da enzima foram realizados testes para
determinar o melhor tempo de sonicagdo para o rompimento das células
bacterianas, uma vez que este processo gera calor, o que pode desnaturar as
proteinas. Este teste foi realizado a partir da inoculagdo dos isolados em um
litro de caldo LB. Apds a obtencéo das células por centrifugagdo a 10.000 rpm
por 5 minutos a 4°C, estas foram lavadas duas vezes com tampao fosfato (50
mM pH 7,0) e ressuspendidas em 10 mL do mesmo tamp&o. Para a sonicagao
em banho de gelo foram aplicados trés ciclos de 40s, com intervalos de um
minuto para o resfriamento da sonda, variando-se a poténcia de sonicagao de
50, 60, 70 e 80 W. As fragbes obtidas em cada poténcia foram centrifugadas e
o0 sobrenadante avaliado quanto a atividade enzimatica e concentragdo de
proteina no extrato celular, através do método de Bradford (1976), utilizando

albumina de soro bovino como padrao.
3.5 Atividade enzimatica

Para verificar a atividade das enzimas catecol 1,2 dioxigenase
(C1,20) e catecol 2,3 dioxigenase (C2,30) quanto a oxidagdo do antraceno a
catecol foi utilizado o extrato celular dos isolados M. fortuitum e G.
polyisoprenivorans. Para verificar a atividade da enzima protocatecol 3,4
dioxigenase (P3,40) quanto a oxidagdo do fenantreno a protocatecol foi
utilizado o extrato celular do isolado Naphtalene-utilizing bacterium. O calculo

da atividade enzimatica foi realizado de acordo com as equagdes 1 e 2.

&= Equacédo 1

A

c.L

Em que:

¢ = coeficiente de extingdo molar;
A = absorbancia (260 nm);

¢ = concentragao do substrato mM,;

L = caminho percorrido pela luz (cm)
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Equacéo 2

Em que:
AA = variagdo de absorbancia;

V' = volume total da reagdo (mL);

¢ = coeficiente de extingdo molar;

V * = yolume da amostra (mL)

A atividade da catecol 1,2 dioxigenase foi determinada pelo aumento

da absorbancia a 260 nm pela formagao de cis-muconato. A mistura da reacao
foi composta por 1 mL de catecol 0,1 mM, 0,8 mL de tampao tris-HCI 50 mM
(pH 8,0), 0,2 mL de 2-Mercaptoetanol 0,1mM e 1 mL do extrato celular
conforme descrito por Hegman (1966).
A atividade da catecol 2,3 dioxigenase foi determinada pelo aumento da
absorbancia a 375 nm pela formacdo de hidroximucdnico semialdeido. A
mistura da reagao foi composta por 1 mL de catecol 0,3 mM, 1 mL de tampao
fosfato 50 mM (pH 7,0) e 1 mL do extrato celular, conforme Baggi et al. (1987)

A atividade da protocatecol 3,4 dioxigenase foi determinada pelo
decréscimo da absorbéancia a 290 nm devido a formagdo de cis-muconato. A
mistura de reacdo € composta por 1 mL acido protocatecdico 0,12 mM, 1 mL
de tampao tris-HCI (pH 7,5) e 1 mL do extrato celular, conforme descrito por
Fujisawa & Hayaishi (1987).

3.6 Otimizacdo do pH, temperatura e tempo de reacdo das
enzimas

O efeito do pH na atividade enzimatica foi avaliado em diferentes
tampdes: tampao acetato 50 mM para pH 4,0, 4,5, 5,0 e 5,5; tampao fosfato 50
mM para pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 e 8,0 e tampéo Tris-HClI para pH 7,0, 7,5, 8,0, 8,5
e 9,0. O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi avaliado em 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50°C. Para a determinagdao do tempo necessario
para o substrato ser convertido em produto verificou-se a atividade enzimatica

por 90 min, com determinagcdes em intervalos de 10 min.
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3.7 Efeito dos ions na atividade enzimética

Neste teste foi avaliado o efeito de diferentes ions na atividade
enzimatica, utilizando um controle sem a adicdo de ions, a ndo ser os
presentes na composigao original do tamp&o. Os ions a serem testados foram
adicionados em tampao fosfato (50 mM, pH 7,0) para a enzima catecol 2,3
dioxigenase e em tampao tris-HCI (50 mM, pH 7,5 e 8,0) para as enzimas
protocatecol 3,4 e catecol 1,2 dioxigenase, respectivamente. Os ions testados
foram Cu?*, Mg?*, Hg**, Mn?*, Fe?*, K* e NH**, adicionados a mistura de reacéo
na forma de sulfato de cobre, cloreto de magnésio, cloreto de mercurio, cloreto
de manganés, acetato de potassio, cloreto de ferro e cloreto de mercurio, todos

na concentracado de 1 mM, e sulfato de aménio, na concentragdo de 10 mM.
3.8 Imobilizacdo do extrato celular

Para a imobilizagdo extrato celular foi utilizado 9 mL de alginato de
sédio 2% (v/v), o qual foi misturado a 1 mL de extrato celular (9000U). As
esferas de alginato de sddio de cerca de 3 mm de didmetro foram obtidas por
gotejamento, em uma solugdo de 100 mL de cloreto de calcio 0,2 mol L. As
esferas permaneceram por 1 hora nesta solugdo, a 4°C, em seguidas for
lavadas duas vezes com agua destilada estéril (Kalogeris et. al., 2006).

Todos os parametros avaliados para a atividade enzimatica no
extrato livre, como pH, temperatura, tempo de reacdo e efeitos dos ions na
atividade enzimatica, foram avaliados quando o extrato estava imobilizado,

utilizando-se as mesmas condi¢des e procedimentos discutidos anteriormente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CondicOes 6timas para obtencado da enzima

4.1.1 Condicbes Otimas de crescimento bacteriano para

obtencdo das enzimas

Para avaliagdo do crescimento dos isolados e obtengdo do extrato
celular com maior atividade das enzimas catecol 1,2 dioxigenase (C1,20),
catecol 2,3 dioxigenase (C2,30) e protocatecol 3,4 dioxigenase (P3,40) foram
realizadas curvas de crescimento em meio mineral (MM), tendo somente como
fonte de carbono e energia, 250 mg L™ de antraceno e fenantreno e, caldo LB
contendo as mesmas concentragdes destes HAPs. Nos meios MM e LB que
continham antraceno foram incubados os isolados Mycobacterium fortuitum e
Gordonia polyisoprenivorans e nos meios MM e LB que continham fenantreno
foi incubado o isolado Naphtalene-utilizing bacterium. Em intervalos
determinados, as células eram rompidas e avaliadas quanto a atividade das
enzimas C1,20, C2,30 e P3,40.

Conforme mostrado na Figura 5, o crescimento celular dos isolados
mostrou ser maior quando estes estavam em caldo LB, quando comparado
com meio mineral livre de qualquer fonte alternativa de carbono.

Os trés isolados que cresceram nos dois meios de cultura
apresentaram curvas caracteristicas do crescimento microbiano em meios de
cultura liquidos com agitacdo e temperatura controlada. A fase lag
praticamente ndo foi observada porque estes microrganismos ja estavam
crescendo em meio mineral contendo antraceno como fonte de carbono.
Segundo Chen et al (2002), a adaptagao ao contaminante téxico, aumenta a
velocidade de degradagado, tornando mais eficiente o processo bioldgico,

iniciando a fase exponencial logo apds a inoculagéo.
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FIGURA 5. Curvas de crescimento (linhas) e atividade das enzimas (barras)

C1,20 (A e B), C2,30 (C e D) e P3,40 (E e F) em isolados
bacterianos crescendo a 150 rpm e 30°C em meio mineral,
avaliados durante 25 dias (A, C e E) e em caldo LB, avaliados
durante 72 horas (B, D e F).

Destaca-se nesta figura, a grande diferenga de taxa de crescimento

entre as bactérias que cresciam em meio mineral e em caldo LB. A taxa de

crescimento da Mycobacterium fortuitum foi de 0,0024 h™ no meio mineral

enquanto que no caldo LB a taxa foi de 0,0138 h™'. Para a Gordonia

polyisoprenivorans, a taxa de crescimento em meio mineral foi 0,0027 h’

enquanto que no caldo LB a taxa foi de 0,0126 h™ O mesmo foi observado

para a Naphtalene-utilizing bacterium que apresentou taxa de crescimento de



24

0,0012 h' em meio mineral e 0,0193 h' em caldo LB. Este comportamento
provavelmente se deva a utilizacdo de fontes de carbono soluveis e de
estrutura quimica simples presentes no meio LB, como triptona e extrato de
carne, que propiciaram rapido crescimento, enquanto que o crescimento em
meio mineral foi sustentado somente pela utilizagdo do antraceno e fenantreno,
que sdo pouco soltveis em agua (0,076 mg L™ para o antraceno e 1,29 mg L™
para o fenantreno) (Verschueren, 2001), o que resulta em baixa
biodisponibilidade de fonte de C aos microrganismos.

Em meio mineral o final da fase exponencial ocorreu
aproximadamente aos 15 dias quando o antraceno foi a fonte de C adicionado
e aos 10 dias quando o fenantreno foi adicionado. Esta diferenca
provavelmente se deve a diferenca de solubilidade entre estes dois HAPs,
onde o fenantreno € mais soluvel e pode estar mais biodisponivel aos
microrganismos. Em caldo LB a curva de crescimento apresentou fase
exponencial até atingir 36 horas, tanto na presenga do antraceno quanto na
presenca do fenantreno. As células que se encontram em fase exponencial
geralmente apresentam maior atividade metabdlica e condigdes mais estaveis,
sendo por essas razdes frequentemente utilizadas para estudos enzimaticos.

Observou-se tendéncia de maior atividade enzimatica quando as
células eram crescidas em caldo LB, se comparado com aqueles que cresciam
em meio mineral. A expressao da enzima catecol 1,2 dioxigenase em meio
mineral tendo somente como fonte de carbono antraceno, foi verificada a partir
do 5° dia, sendo que o maximo de atividade foi verificado no 15° dia, onde
Mycobacterium fortuitum apresentou uma atividade enzimatica especifica de
0,8 mmol mL™" e Gordonia polyisoprenivorans de 0,9 mmol mL™" (Figura 5A).
Em caldo LB a enzima catecol 1,2 dioxigenase apresentou atividade logo nas
12 primeiras horas, aumentando esta até atingir seu maximo em 36 horas, que
foi de 1,6 mmol mL™ para o isolado Mycobacterium fortuitum e de 2,6 mmol mL"
' para o isolado Gordonia polyisoprenivorans (Figura 5B). O mesmo
comportamento em relagdo a atividade enzimatica nos meios de cultura foi
verificado para a enzima catecol 2,3 dioxigenase, variando somente em relagéo
aos isolados, onde Mycobacterium fortuitum sempre apresentou maior

atividade em relagdo a Gordonia polyisoprenivorans (Figuras 5C e 5D).
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A atividade da enzima protocatecol 3,4 dioxigenase em meio
mineral, onde a unica fonte de carbono era o fenantreno, foi observada a partir
do 5° dia, sendo que o maximo de atividade foi constatado no 15°, onde o
isolado Naphtalene-utilizing bacterium apresentou uma atividade enzimatica
especifica de 0,7 mmol mL™ (Figura 5E). Em caldo LB esse isolado apresentou
atividade nas 12 primeiras horas, aumentando esta até atingir seu maximo 2,6
mmol mL" em 36 horas (Figura 5F). Surpreendentemente, estes resultados
demonstram que os trés isolados apresentaram comportamento muito
semelhante, tanto em meio mineral como no caldo LB, o que facilitou a escolha
do meio e do tempo de crescimento das bactérias para obtengao das enzimas.

Verifica-se deste modo, que a adicdo de fontes de C de facil
degradagdo no meio de cultura contendo xenobidticos de alta recalcitrancia,
como os HAPs, apresenta favorecimento da expressao das enzimas. Em
estudos realizados por Wang et al. (2006) verificaram um aumento de atividade
da catecol 1,2 e catecol 2,3 dioxigenase em Pseudomonas aeruginosa TKU002
quando o crescimento era em meio de cultura com outra fonte de carbono junto
ao xenobidtico. A baixa expressdo enzimatica dos isolados que cresceram em
meio mineral pode ser consequéncia da baixa solubilidade dos HAPs, que
conduz a uma baixa taxa de crescimento e desta forma, baixa quantidade de
enzimas expressas. Nesta logica, seria dispendioso metabolicamente a célula
expressar grande quantidade de enzimas de degradagdo dos HAPs se a
absorcao celular destes compostos é baixa. Outro fator que poderia inibir a
atividade das dioxigenases poderia ser a presenga de sais como zinco e calcio,
conforme verificado por Cai et al. (2007). Mas este fator pode n&o ter grande
influencia no nosso estudo uma vez que o caldo LB também possui sais de
zinco e calcio, sendo que a baixa atividade foi observada somente no meio

mineral.
4.1.2 Efeito da concentracdo de HAPs na obtencado das enzimas

Para avaliar se a atividade das enzimas é estimulada pela presenca
de diferentes concentragdes de HAPs os isolados foram incubados em caldo
LB contendo 50, 150 e 250 mg L™ de antraceno ou fenantreno, e na auséncia

dos mesmo. Apos 36 horas de crescimento sob agitagdo de 150 rpm e 30°C de
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temperatura as células foram rompidas e avaliadas quanto as atividades de
C1,20, C2,30 e P3,40.

Foi possivel observar que quanto maior a concentracdo de
antraceno e fenantreno no caldo LB, maior a atividade das trés enzimas, sendo
que as menores atividades foram observadas na auséncia do HAPs (Figura 6).
Wick et al. (2001) observaram que quanto maiores as concentragbes de
antraceno no meio de cultura, maior o crescimento celular. Segundo modelos
matematicos desenvolvidos por estes autores, quanto maior a concentracéo de
antraceno no meio de cultura, maior sera o coeficiente de transferéncia de
massa da fase solida (HAP) para a liquida (dissolugao), maior o fornecimento
de antraceno para as células e maior a taxa de crescimento.

Assim, é provavel que quanto maior a concentragao do HAP no meio
de cultura, mais antraceno esta disponivel para as células e maior sera a
expressao das enzimas de degradacao. A produgcdo das enzimas na auséncia
dos HAPs poderia ser explicada pelo fato de que as enzimas indutivas séo
produzidas em nivel basal, mesmo na auséncia do fator de indugéo (Concei¢ao
et al., 2006).

As baixas atividades de algumas das enzimas podem ser atribuidas
ao fato de que o metabolismo microbiano dos HAPs ocorre em dois estagios.
No primeiro ocorre oxidagao inicial do anel benzénico, para formar os cis-
dihidrodiois, e no segundo estagio ocorre rearomatizacdo para formar um
derivado hidroxilado (Caldwell, 2000). Nesta rearomatizacdo, pode haver a
formagdo de outros compostos intermediarios que n&o sejam catecol ou
protocatecol. Estes foram os substratos essenciais para as enzimas aqui
estudadas. Portanto, a baixa atividade dessas enzimas, n&o significa
necessariamente que nao ocorra a degradagao do substrato, uma vez que,
outros compostos intermediarios podem estar se formando e outras enzimas

podem estar sendo expressas.
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FIGURA 6. Atividade das enzimas C1,20, C2,30 e P3,40 de M. fortuitum, G.
polyisoprenivorans e Naphtalene-utilizing bacterium crescidas por
36 horas em caldo LB, na auséncia e na presenga das
concentracdes de 50, 150 e 250 mg L™ de antraceno ou fenantreno
(dados sdo médias de duas repetigdes e as barras representam o
erro padrao).

4.1.3 Efeito da sonicacédo para obtencdo das enzimas

Para a obtencdo do extrato celular as células foram submetidas a
sonicagao em banho de gelo, para o rompimento da célula, uma vez que se
trata de uma enzima intracelular. Durante a sonicagcédo ocorre grande liberagao
de calor e 0 aquecimento gerado pode acarretar inativagéo e desnaturagéo da
enzima de interesse. Foi entdo avaliado a poténcia de sonicacido que
possibilitasse a maior atividade das enzimas dioxigenases no extrato celular.
Para esta avaliacéo foram utilizados os isolados Naphtalene-utilizing bacterium
e Mycobacterium fortuitum. Para os calculos foi convencionado como 100% a
atividade de catecol 1,2 dioxigenase e protocatecol 3,4 dioxigenase na
voltagem que apresentou maior atividade, a qual apresentaria 0 maior numero
de células integras, e a ultima sonicagdo, com a maior concentracdo de

proteinas como 100% de proteinas soluveis (Figura 7).
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Com a aplicagao de 50 W de sonicacao, observou-se baixa atividade
enzimatica e baixa concentracdo de proteinas para todos os isolados,
provavelmente devido a pequena quantidade de células que foram rompidas. A
sonicagao com 60 W resultou em aumento da concentracédo de proteinas e a
maior atividade enzimatica para o isolado Naphtalene-utilizing bacterium
(Figura 7A). Ja na potencia de 80 W obteve-se maior rompimento das células
devido a alta concentracdo de proteina, porém uma atividade enzimatica
extremamente baixa foi observada, provavelmente devido a desnaturacido das
enzimas pelo calor. O isolado Mycobacterium fortuitum apresentou extrato
celular com maior atividade enzimatica quando foi aplicada a poténcia de 80 W
e maior concentracdo de proteina a 70 W (Figura 7B).

Desta forma, para obtencdo do extrato celular padronizou-se a
poténcia de sonicagdo de 60 W para Naphtalene-utilizing bacterium e de 80 W

para Mycobacterium fortuitum onde se obteve maior atividade enzimatica.

4.2 Caracterizacdo de enzimas produzidas por Mycobacterium

fortuitum

O género Mycobacterium tem sido extensivamente utilizado nos
estudos de biodegradacgao de HAPs (Wick et al., 2002; Miyata et al., 2004; Leys
et al., 2005; Mutnuri et al., 2005). Segundo Johnsen et al. (2005) a degradacéao
dos HAPs no solo € dominada por alguns poucos géneros, entre os quais 0
Mycobacterium. A Dbactéria estudada demonstrou ampla versatilidade
metabdlica, crescendo em pireno, antraceno, fenantreno, naftaleno, além de
outros compostos alifaticos e monoaromaticos (Jacques et al., 2007).

A oxidagao intermediaria do antraceno a catecol é verificada através
da atividade de enzimas dioxigenases, capazes de romper o anel aromatico do
composto por via meta e/ou orto. A bactéria M. fortuitum quando cultivada em
antraceno produziu tanto catecol 1,2 dioxigenase quanto catecol 2,3
dioxigenase, conforme sera verificado a seguir nos resultados. O metabolismo
desses compostos foi investigado por varios pesquisadores, onde é verificada a
atividade de uma ou mais enzimas em uma unica bactéria. Monohar et al.
(1999) isolaram linhagem de Pseudomonas sp. NGKI, capaz de degradar

antraceno, formando intermediarios de 1,2-dihidroxiantraceno, salicilato e
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catecol, e produzir a enzima catecol 1,2 dioxigenase. Cenci et al. (1999) isolou
dez diferentes linhagens de Pseudomonas capazes de expressar diferentes
dioxigenases (catecol 1,2 dioxigenase; catecol 2,3 dioxigenase e protocatecol
2,3, 3,4 e 4,5- dioxigenase).

A
100 - == Proteina i_t

© 1 Atividade

«
2 80F
o ®
=
=
= 60
v 3
B®w 401
T £
=2
= 0
< g 20+t im

A L
100 = B

X

©
sz 80f B
L ®©
T 0
€= L
g g 60
53
o O
T e 400 &3
T £
> 9
= 0
< £ 20¢

0
50 60 70 80

Potencia, W

FIGURA 7. Atividade das enzimas P3,40 e C1,20 e conteudo de proteinas
soluvel no extrato celular dos isolados Naphtalene-utilizing
bacterium (A) e M. fortuitum (B) obtido apds diferentes poténcias
de sonicagao (dados sao médias de duas repeticbes e as barras
representam o erro padréo).
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4.2.1 Determinacgéo do pH 6timo para atividade enzimatica

Para determinar o pH 6timo de atividade das enzimas catecol 1,2 e
catecol 2,3-dioxigenase foram avaliados trés tampdes: tampao acetato (pH 4,0
a 5,5), tampéao fosfato (pH 6,0 a 8,0) e tampéao tris-HCI (pH 7,0 a 9,0).

A atividade da C1,20 presente no extrato celular de M. fortuitum foi
elevada entre a faixa de pH 7,5 a 8,0 (Figura 8), sendo que o pH com maior
atividade desta enzima foi 8,0, em tampao Tris-HCI . Valores semelhantes
foram determinados por Briganti et al. (1997) em estudos de purificagdo e
propriedades bioquimicas da enzima catecol 1,2 dioxigenase, onde as
condigbes 6timas de atividade foram em pH 6,0 a 8,0. No pH 4,0 a 5,5 (tamp&o
acetato) houve grande reducado da atividade enzimatica. Em tampéo fosfato a
atividade enzimatica foi maior em pH 7,5, porém bem abaixo das atividades

detectadas no tampao Tris-HCI.
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FIGURA 8. Efeito do pH na atividade da catecol 1,2 dioxigenase e catecol 2,3
dioxigenase presente no extrato celular de Mycobacterium
fortuitum. Tampdes utilizados: acetato (pH 4,0 a 5,5), fosfato (pH
6,0 a 8,0) e Tris-HCI (7,0 a 9,0) (dados s&o médias de duas
repeticdes e as barras representam o erro padrao).
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A atividade da enzima C2,30 foi 6tima em pH 7,0 no tampao fosfato
(Figura 8). Em tampé&o Tris-HCI a atividade enzimatica foi maior em pH 7,5. Em
tampdo acetato a atividade foi semelhante a encontrada para C1,20 e
manteve-se inferior a 30% do valor maximo, indicando que estas enzimas
apresentam sensibilidade ao H*. Assim o aumento da concentracdo de H* na
reacdo pode levar a desnaturagdo das enzimas, uma vez que a estrutura da
molécula de proteina cataliticamente ativa depende do carater ibnico das
cadeias de aminoacidos (Whiteley et al., 2006).

Como observado na figura 8, as duas enzimas tiveram uma
tendéncia muito semelhante em resposta a variagao do pH do meio de reagao,
0 que pode ser consequéncia da homologia entre estas enzimas em relagéo a
sua sequéncia de aminoacidos. Segundo Briganti et al. (1997), os genes que
codificam as dioxigenases apresentam sequéncias muito conservadas e por
isso atividades semelhantes em resposta as variagcbes ambientais. De qualquer
modo, estes resultados indicam que o pH é um fator muito importante e deve
ser considerado quando se procura aumentar a atividade das enzimas de
degradacao de HAPs, em solos ou em biorreatores no tratamento de efluentes

contaminados.

4.2.2 Determinacdo da temperatura Otima para atividade

enzimatica

As enzimas foram avaliadas em diferentes temperaturas (Figura 9),
para verificar a influéncia deste fator abiético na atividade enzimatica. A enzima
C1,20 apresentou atividade relativa de 16% quando incubado a 5°C, essa
atividade foi subindo até atingir o seu 6timo que foi a 25°C. Em 35°C a
atividade ja era de 50%, apresentando atividade relativa proximo a zero em
temperatura acima de 45°C. As mesmas condi¢cbes foram verificadas por
Kalogeris et al. (2006) avaliando atividade enzimatica de C1,20 em
Pseudomonas putida. A enzima C2,30 apresentou baixa atividade relativa
quando foi testada entre 5 a 20°C, a atividade foi 6tima em 35°C. Em 40° C

apresentou 35% de atividade chegando a 7% em 50°C.
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FIGURA 9. Efeito da temperatura na atividade da catecol 1,2-dioxigenase e
catecol 2,3 dioxigenase presente no extrato celular de
Mycobacterium fortuitum (dados sdo médias de duas repeticbes e

as barras representam o erro padréo).

A maioria das enzimas tem uma temperatura 6tima que pode ser
relacionada a temperatura do ambiente em que os microrganismos foram
isolados. Fernandez-Lafuente et al. (2000) determinaram como condi¢ao 6tima
para atividade da catecol 2,3 dioxigenase a temperatura de 10° a 50°C
presente em Bacillus stearothermophilus, que apresenta crescimento 6timo a
55°C. Santos et al. (2004) avaliaram a capacidade de crescimento de isolados
bacterianos de solo em meio mineral com antraceno, como unica fonte de
carbono e energia, sob temperaturas de 20° a 40°C. A temperatura com maior
crescimento foi 30°C, sendo que o presente solo foi coletado em janeiro,
periodo em que as temperaturas médias do solo se aproximaram da
temperatura 6tima de crescimento determinada em laboratério. A temperatura
varia no ambiente em funcédo das estagdes do ano, causando mudancas na
taxa metabdlica da comunidade microbiana do solo.

O efeito da temperatura ao longo do ano foi verificado por Atlas &
Bartha (1972), os quais observaram que microrganismos isolados no inverno
possuiam maior capacidade de degradar petréleo a 5°C. Deste modo, é
necessario ter o conhecimento das condigdes ambientais em que o
microrganismo foi isolado, para assim ter uma informacédo prévia da

temperatura 6tima de atividade das enzimas deste organismo.
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4.2.3 Determinacédo do tempo de reacdo na atividade enzimatica

Para avaliar a estabilidade das enzimas na reacdo enzimatica e
determinar o tempo necessario para o substrato ser convertido em produto,
verificou-se a atividade enzimatica da C1,20 e C2,30 durante 90 minutos, a
30°C em pH 8,0 (tampédo tris-HCl) e em pH 7,0 (tampdo fosfato),
respectivamente (Figura 10). Para os calculos foi determinado como 100% a
atividade do tempo inicial. A enzima C1,20 apresentou atividade durante 60
minutos. Durante os primeiros 20 minutos manteve elevada estabilidade, tendo
perdido somente 10% da atividade relativa. Apés 35 minutos a atividade
relativa ja era menor que 50%, ocorrendo a partir dai forte decréscimo até os
60 minutos. A enzima C2,30 demonstrou a maior estabilidade, apresentando
atividade durante os 90 minutos em que foi realizado o teste (Figura 10). Porém
aos 20 minutos de reacgdo ja havia ocorrido a perda de 40% da atividade
enzimatica e apos 60 minutos foi verificada atividade relativa muito baixa, que

se manteve até os 90 minutos.
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FIGURA 10. Duragdo da atividade das enzimas catecol 1,2 dioxigenase e
catecol 2,3 dioxigenase presentes no extrato celular do isolado
Mycobacterium fortuitum (dados sdo médias de duas repeticbes e
as barras representam o erro padrao).
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Kalogeries et al. (2006) encontraram padrbes semelhantes a estes,
da figura 10, de estabilidade no estudo da enzima catecol 1,2 dioxigenase. O
mesmo foi verificado por Fernandez-Lafuente et al. (2000) em estudos com a
enzima C2,30. Outros autores porém obtiveram padrbes diferentes com a
alteracao das condi¢cées como pH e temperatura. Wang et al. (2006) testaram a
estabilidade da enzima C1,20 em diferentes pH, e obtiveram padrbes muito
diferentes em relacdo a cada pH estabelecido. O mesmo foi verificado por Milo
et al. (1999) que caracterizaram a enzima C2,30 de um Bacillus termofilico, em
altas temperatura. Como a estabilidade enzimatica € determinada através da
meia-vida de uma enzima em certas condigdes, estudos prévios em relagao as
melhores condi¢cdes de pH e temperatura devem ser verificados para entdo se
verificar qual a melhor estabilidade, visando o melhor aproveitamento destas

enzimas na degradagao de compostos xenobidticos.
4.2.4 Efeito de ions sobre a atividade enzimatica

Na figura 11 sdo apresentados os efeitos causados na atividade das
enzimas C1,20 e C2,30 pela adicdo de cations na mistura de reacido. Neste
teste foi utilizado um controle sem a adigéo do referido ion no tampao e Cu?*,
Mg*, Hg*, Mn%*, Fe*", K* e NH*, adicionados isoladamente & mistura de
reacao na forma de sulfato de cobre, cloreto de magnésio, cloreto de mercurio,
cloreto de manganés, acetato de potassio, cloreto de ferro e cloreto de
mercurio na concentragcdo de 1 mM e sulfato de amdnio na concentragéo de 10
mM, respectivamente. O controle (100%) refere-se a atividade da enzima na
auséncia do ion.

Para a enzima C1,20 presente em M. fortuitum a atividade foi inibida
pela presenca dos ions K*, Mg?*, Cu?** e NH**, sendo que as maiores inibicdes
ocorreram pelo amoénio (47%), seguidas por cobre e potassio
(aproximadamente 40%). O magnésio apresentou a menor inibi¢ado (10%). Ja a
presenca de Mn*?, Fe™ e Hg*? estimularam grandemente a atividade da
enzima, ocorrendo um aumento relativo de aproximadamente 60%. A atividade
relativa da enzima C2,30 em M. fortuitum foi inibida na preseng¢a dos cations
K*, Mg?*, Cu®*, NH* e Hg**, sendo que as maiores inibicdes ocorreram pelo

mercurio (72%) e magnésio (66%), seguido por potassio (37%), cobre (26%) e
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aménio (20%). Na presenca de Fe®* e Mn?* houve aumento na atividade
relativa de aproximadamente 35%, quando comparado ao controle.

A presenca de K*, Mg®*, Cu?* e NH* na mistura de reac&o inibiram a
atividade das duas enzimas avaliadas. Este comportamento também foi
observado por Wang et al. (2006) nos cations divalentes como Cu*?, Ca*? e
Mg*? e provavelmente se deve a ligacdo destes cations & enzima, funcionando
como inibidores. Eles ndo competem com o substrato pelo sitio ativo, mas vao
ocupar outro sitio da enzima (sitio regulativo ou de inibicdo), formando
complexos El e também complexos do tipo enzima-inibidor-substrato (EIS).
Desta forma, a enzima ¢ inativada quando o inibidor esta ligado, com ou sem a

presenca do substrato (Lehninger et al., 1995).
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FIGURA 11. Efeito dos ions na atividade enzimatica relativa da catecol 1,2
dioxigenase e catecol 2,3 dioxigenase presentes no extrato celular
de Mycobacterium fortuitum (o controle refere-se a atividade da
enzima na auséncia do ion; Dados sdo médias de duas repeticoes
e as barras representam o erro padrao).

As duas enzimas foram estimuladas por Fe** e Mn?*. O ferro é um
elemento que desempenha fungdes celulares essenciais que estao
intimamente relacionadas ao metabolismo dos HAPs, como a participacéo na
estrutura das enzimas do sistema multicomponente das dioxigenases

(periféricas) e participagdo como cofator enzimatico nas enzimas de fissdo
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(Harayama, 1999). Dinkla et al. (2001) verificaram que o aumento da
disponibilidade do ferro no meio mineral aumentou a degradagédo do tolueno.
Este estimulo provavelmente se deve ao fato que as enzimas envolvidas na
degradagcdo dos compostos aromaticos apresentam o ferro como importante
componente estrutural e/ou como cofator. Estes autores verificaram um
aumento da demanda por ferro no momento da expressao dos genes que
codificam estas enzimas. Em outro estudo, o suprimento de ferro em
quantidades adequadas aumentou significativamente a atividade das seguintes
enzimas de degradacéo do tolueno: tolueno monooxigenase (56%), benzoato
1,2 dioxigenase (82%), catecol 2,3 dioxigenase (97%) e 2-hidroximucdnico
semialdeido hidrolase (77%) (Dinkla & Janssen, 2003).

Poucos estudos estdo disponiveis sobre a presenca de Mn?* na
estrutura das enzimas. Geralmente sdo os fons Fe?* ou Fe®" essenciais para
atividade catalitica, mas algumas enzimas contendo Mn?* também sdo
conhecidas (Briganti et al., 1995). O manganés assim como o ferro esta
presente na estrutura das enzimas dioxigenase, exercendo fungdes celulares
essenciais no metabolismo enzimatico em especial das enzimas que fazem a

clivagem intradiol.

4.3 Caracterizacdo da enzima Catecol 1,2 dioxigenase no extrato

imobilizado de Mycobacterium fortuitum

4.3.1 Determinacdo do pH 6timo para a atividade enzimética no

extrato celular imobilizado

A incubacado do extrato celular imobilizado durante 30 minutos a
30°C em diferentes tampdes aumentou a atividade da enzima C1,20,
apresentando atividade em uma faixa de pH maior, em comparagao ao extrato
livre que foi incubado da mesma forma (Figura 12). Tanto o extrato livre quanto
o extrato imobilizado exibiram sua atividade 6tima em valores proximos de pH
8,0 com tampao Tris-HCI. A maior diferenca observada foi que a enzima C1,20
presente no extrato livre apresentou redugao drastica na atividade quando
incubada em pH 4,0 a 5,5, mostrando-se muito sensivel as altas concentracdes

de H'. Ja no extrato imobilizado esta enzima apresentou atividade
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aproximadamente duas vezes maior (superior a 30% da atividade maxima)
quando incubado nestes pH acidos.

Desta forma, a imobilizacdo da enzima resultou em maior atividade
da enzima, principalmente em pH mais acidos. De forma geral, para todos os
pH avaliados, o extrato imobilizado mostrou maior atividade das enzimas em
relacdo ao extrato livre. Esta maior atividade é especialmente importante
quando da utilizagdo no ambiente, que exige a manutengdo de alta atividade
em periodos prolongados de tempo, sob efeito de variagdes climaticas intensas
(Karam et al., 1997).
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FIGURA 12. Efeito do pH na atividade da catecol 1,2 dioxigenase presente no
extrato celular livre e imobilizado de Mycobacterium fortuitum.
Tampdes utilizados: acetato (pH 4,0 a 5,5), fosfato (pH 6,0 a 8,0)
e tris-HCI (7,0 a 9,0) (dados sao médias de duas repeticbes e as
representam o erro padrao).

4.3.2 Determinacdo da temperatura Otima para a atividade

enzimatica no extrato celular imobilizado

A imobilizagdo do extrato celular modificou muito o padrdo de
atividade da enzima C1,20 de M. fortuitum, havendo o aumento da

temperatura 6tima (de 25°C para 45°C), proporcionando manutencao de alta
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atividade enzimatica em temperaturas elevadas, mas provocando reducgao da
atividade em temperaturas abaixo de 35°C (Figura 13). O extrato celular
imobilizado do isolado M. fortuitum apresentou a maior atividade da enzima
C1,20 a 45°C, que é 20°C mais elevado do que a temperatura 6tima quando o
extrato ndo estava imobilizado. Este valor esta de acordo com trabalhos de
Kalogeris et al. (2006) e de Doumeche et al. (2002), que também observaram
que a temperatura 6tima para as enzimas imobilizadas ocorre em valores mais
elevados, se comparado ao extrato livre. Nestes trabalhos, a imobilizacéo
também proporcionou atividade enzimatica em elevadas temperaturas,

apresentando cerca de 50% da atividade em 70 °C.
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FIGURA 13. Efeito da temperatura na atividade da catecol 1,2-dioxigenase
presente no extrato celular livre e imobilizado de Mycobacterium
fortuitum (dados sdo médias de duas repeticbes e as barras
representam o erro padrao).

Na Figura 13 observa-se que a reacdo catalitica da enzima no
extrato livre aumenta progressivamente com o aumento da temperatura, até
25°C e a partir deste a atividade comecga a diminuir devido a desnaturacéo. A
atividade da enzima no extrato livre reduz-se bruscamente acima da
temperatura 6tima, sendo que a 45°C praticamente ndao ha mais atividade. Ja

no extrato imobilizado, observa-se que apods a temperatura de 50°C, onde a
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enzima apresenta 100% de atividade, a reducdo da atividade €& gradual,
fazendo com que na maior temperatura avaliada (70°C) a enzima ainda
permaneca com mais de 40% da sua atividade relativa. Segundo Krajewska
(2004), a condi¢cao de imobilizagdo proporciona minimizagdo ou prevengao de
mudancas conformacional na estrutura terciaria da proteina, fazendo com que,
mesmo em altas temperaturas a enzima apresente atividade. Da mesma forma
pode se verificar menor atividade da enzima imobilizada em temperaturas
abaixo dos 35°C em comparacdo com a enzima presente no extrato livre. Este
comportamento provavelmente se deve a barreira soélida que a envolve,
dificultando assim a passagem de calor.

Observa-se neste teste que a imobilizagdo proporcionou que a
enzima mantivesse atividade relativamente alta numa faixa maior de
temperatura (30 a 70°C) que a enzima nao imobilizada (20 a 40°C). Além disto,
esta manutencao de atividade em maiores temperaturas ira tornar esta enzima
mais adequada para aplicagcdes em processos realizados em temperaturas
elevadas, onde a solubilidade da maioria dos substratos (em especial dos
hidrocarbonetos) € maior, acelerando os processos de absorgao celular e
degradacgao (Dodor et al., 2004).

4.3.3 Determinacéo do tempo de reacdo na atividade enzimatica

no extrato celular imobilizado

Na figura 14 sao apresentados os tempos em que a enzima
permanece ativa em condicbes otimas de pH e temperatura. Os extratos
celulares livres e imobilizados do isolado de M. fortuitum foram incubados por
90 minutos a 25 e 50°C, respectivamente. O extrato livre apresentou atividade
durante 60 minutos, porém demonstrou uma redugao de mais de 50% somente
apdés 20 minutos de reacdo O extrato imobilizado manteve-se ativo por 90
minutos, sendo que apdés 40 minutos de incubagcdo apresentava
aproximadamente 45% da atividade, que foi gradualmente sendo perdida.

O principal interesse em imobilizar uma enzima ¢é obter um
biocatalizador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o
processo de biodegradagdo, em comparagdo a sua forma livre. Segundo

Degaldillo e Rodriguez-Nogales (2005), as maiores atividades enzimaticas no
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inicio do teste sao resultantes de prazos curtos de incubacdo, que geram
numeros baixos de ligagdes cruzadas, insuficientes para atingir a estrutura das
enzimas, que estdo protegidas em suporte sélido como o alginato de sddio,
fazendo com que ocorra maior estabilidade. Assim, mesmo com menores
atividades em relagao ao extrato livre, enzimas imobilizadas apresentam maior
estabilidade. Essa estabilidade sera mantida e favorecida em pH e temperatura
ideais para que ocorra a reagdo, uma vez que a estabilidade esta diretamente

ligada a esses fatores (Krajewska, 2004).
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FIGURA 14. Duragéo da atividade da enzima catecol 1,2 dioxigenase presente
no extrato celular livre e imobilizado do isolado de Mycobacterium
fortuitum (dados sdo médias de duas repeticbes e as barras
representam o erro padrao).

4.3.4 Efeito de ions sobre a atividade enzimatica no extrato

imobilizado

Para a enzima C1,20 presente no extrato livre de M. fortuitum a
atividade foi inibida pela presenca dos ions K*, Mg?*, Cu®** e NH**, sendo que
as maiores inibicdes ocorreram pelo aménio (47%) seguidas por cobre e
potassio (aproximadamente 40%) (Figura 15). O manganés apresentou a

menor inibicdo (10%). No extrato imobilizado deste isolado, a enzima C1,20 foi
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inibida somente pelo cobre (21%) e pelo amdnio (40%). O potassio deixou de
interferir na reagdo apresentando as mesmas atividades do controle. A
presenca de M92+, que no extrato livre inibia a atividade enzimatica, agora
aumentou a atividade em 37%. Mn%*, Fe*" e Hg?** estimularam a atividade para

ambos os tratamentos, extrato livre e imobilizado.
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FIGURA 15. Efeito dos ions na atividade enzimatica relativa da catecol 1,2
dioxigenase presente no extrato celular livre e imobilizado de
Mycobacterium fortuitum (o controle refere-se a atividade da
enzima na auséncia do ion; dados s&o médias de duas
repeticdes e as barras representam o erro padrao).

Segundo Krajewska (2004) a imobilizagdo das enzimas reduz os
beneficios do estimulo causado pela aplicacdo de ions, pois a difusdo dos ions
através da barreira solida constituida pelo substrato € menor. Da mesma forma
ocorre com 0s ions inibidores, que também tem menor capacidade de
interferéncia na enzima imobilizada. Outro fato é que os cations presente no
tampao como neste trabalho K*, Mg®*, Cu®** e NH*" podem desestruturar a
conformacgao do suporte (alginato de sédio) fazendo com que ocorra 0 mesmo
comportamento no extrato livre. Como resultado disto, enzimas imobilizadas
podem apresentar menores atividades, porém maiores estabilidades, sendo
menos afetadas pelos inibidores durante os processos de catalise em

comparagao a sua forma livre.
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4.4 Caracterizagcdo de enzimas de degradacao de HAPs

produzidas por Gordonia polyisoprenivorans

A bactéria Gordonia polyisoprenivorans foi inicialmente isolada
degradando polimeros de borracha de pneus (Linos et al., 1999). Trata-se de
um actinomiceto que forma hifas, que ao se romperem resultam em células
com forma de bastonetes ou cocos. Varios estudos tém relatado a utilizacéo
desta espécie na degradagao hidrocarbonetos alifaticos (Linos et al., 2000),
petréleo (Chaillan et al., 2004) e HAPs (Mutnuri et al., 2005).

No estudo da atividade enzimatica deste isolado foram identificados
duas rotas de degradagdo do antraceno, via orto e via meta, uma vez que,
quantificou-se a atividade das enzimas catecol 1,2 dioxigenase e catecol 2,3
dioxigenase. De acordo com os resultados que serao apresentados, observa-
se predominancia na atividade enzimatica, da catecol 2,3 dioxigenase neste
isolado de Gordonia polyisoprenivorans. Este fato pode estar relacionado a
economia energética da bactéria que diminui a produ¢cdo da enzima que faz
parte de uma rota mais complexa de degradacao, neste caso a catecol 1,2

dioxigenase (Burlage et al., 1989).

4.4.1 Determinacao do pH 6timo para atividade enzimatica

O pH que propiciou maior atividade para a enzima C1,20 foi 8,0 em
tampao Tris-HCI (Figura 16). Em tampao fosfato a atividade enzimatica foi
maior em pH 7,5, chegando proximo ao pH de maior atividade (8,0). A atividade
foi baixa em pH menores que 5,5 (tampdo acetato), demonstrando
sensibilidade ao H* presente na reacéo.

A atividade da enzima C2,30 foi 6tima em pH 7,0 no tamp&o fosfato.
Em tampéao Tris-HCI a atividade enzimatica foi maior em pH 7,5. Em tampao
acetato a atividade de C2,30 presente em Gordonia foi superior a 30%,
demonstrando a capacidade desta enzima em adaptar-se a uma condigao
adversa e promover a degradagao do substrato.

A atividade da enzima C2,30 foi 6tima em pH 7,0, no tampao
fosfato. Em tampao Tris-HCI a atividade enzimatica foi maior em pH 7,5. Em

tampao acetato a atividade de C2,30 presente em Gordonia foi superior a 30%
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e muito maior que aquela apresentada pela C1,20 demonstrando a capacidade
daquela enzima em adaptar-se a uma condicdo adversa e promover a

degradagéao do substrato.
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FIGURA 16. Efeito do pH na atividade da catecol 1,2 dioxigenase e catecol 2,3
dioxigenase presente no extrato celular de Gordonia
polyisoprenivorans. Tampdes utilizados: acetato (pH 4,0 a 5,5),
fosfato (pH 6,0 a 8,0) e Tris-HCI (7,0 a 9,0) (dados s&o médias de
duas repeticdes e as barras representam o erro padrao).

Como observado na figura 16, a atividade da enzima C2,30 foi
superior a atividade da enzima C1,20 em todos os tampdes. A concentracio
de H" afeta a atividade enzimatica de varias formas. Uma das formas a ser
considerada € que o processo catalitico requer que a enzima tenha grupos
cataliticos especificos em um estado ionizado ou nao-ionizado para poder
interagir com o substrato, sem alterar a sua conformacao ativa e a estabilidade
das enzimas e, por consequéncia, ndo reduzindo drasticamente sua atividade
(Whiteley et al., 2006).
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4.4.2 Determinagdo da temperatura Otima para a atividade

enzimaéatica

A atividade enzimatica depende da temperatura. Em baixas
temperaturas os movimentos das moléculas sdo lentos, ndo ocorrendo a
atividade necessaria para converter o substrato em produto, enquanto que em
temperaturas altas, o movimento térmico das moléculas € muito alto para a
enzima assegurar sua conformagdo, provocando assim sua desnaturagao e
perda da sua atividade (Whiteley et al., 2006). O efeito da temperatura na
atividade das enzimas C1,20 e C2,30 no extrato celular da bactéria Gordonia
estdo apresentados na Figura 17.

A enzima C1,20 apresentou atividade bastante reduzida quando se
encontrava a 5°C. Essa atividade foi aumentando até atingir uma temperatura
ideal que foi a 25°C. Em 35°C a atividade ja era de 40%, apresentando
atividade relativa proximo a zero em temperatura acima de 45°C. Isto
demonstra que esta enzima tem uma temperatura 6tima bem definida e que
com pequenas variagdes acima ou abaixo deste valor ja ocorrem perdas
significativas da atividade. Resultados muito semelhantes a estes foram
verificados por kalogeris et al. (2006) avaliando atividade enzimatica de catecol
1,2 dioxigenase em Pseudomonas putida.

Como ja relatado anteriormente, a maioria das enzimas tem uma
temperatura 6tima que pode ser relacionada a temperatura do ambiente em
que os microrganismos foram isolados. Fernandez-Lafuente et al. (2000)
determinaram como condigao 6tima para atividade da catecol 2,3 dioxigenase a
temperatura de 50°C para a enzima do Bacillus stearothermophilus que
apresenta crescimento 6timo a 55°C. Esse resultado também foi encontrado
neste trabalho, onde a temperatura ideal da enzima C2,30 foi igual a
temperatura ideal de crescimento da bactéria Gordonia, que foi de 30°C (Figura
17).

Quando comparadas as enzimas C1,20 e C2,30, observa-se que a
enzima C2,30, apresentou maior atividade relativa em todos os pontos de
temperatura avaliados, sendo diferente somente no ponto ideal de atividade da
enzima C1,20. A 45°C obteve-se 45% de atividade chegando a 37% em 50°C.
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Demonstrando a capacidade da enzima C2,30 em oxidar o anel aromatico em

altas temperaturas.
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FIGURA 17. Efeito da temperatura na atividade da catecol 1,2 dioxigenase e
catecol 2,3 dioxigenase presente no extrato celular de Gordonia
polyisoprenivorans (dados sdo médias de duas repeticbes e as
barras representam o erro padrao).

4.4.3 Determinacgdo do tempo de reacdo na atividade enzimatica

Para avaliar a estabilidade das enzimas na reagdo enzimatica e
determinar o tempo necessario para o substrato ser convertido em produto,
verificou-se a atividade enzimatica da C1,20 e C2,3° foi verificada durante 90
minutos, sendo realizada leituras de 10 em 10 minutos a 30°C (Figura 18). Para
os calculos foi determinado como 100% a atividade do tempo inicial.

A enzima C1,20 apresentou atividade durante 60 minutos. Durante
os primeiros 30 minutos manteve elevada estabilidade, tendo perdido somente
10% da atividade relativa. Ap6s 40 minutos a atividade relativa ja era menor
que 40%, ocorrendo a partir dai forte decréscimo até os 60 minutos. A enzima
C2,30 demonstrou a maior estabilidade, apresentando atividade durante os 90
minutos em que foi realizado o teste (Figura 18). Porém aos 30 minutos de

reagao enzimatica ja havia ocorrido a perda de 48% da atividade enzimatica e
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apo6s 60 minutos foi verificada atividade relativa muito baixa, que se manteve
até os 90 minutos.

O tempo de duracdo da atividade das enzimas € um aspecto
importante e de grande aplicagao pratica, uma vez que através dessa avaliagao
€ possivel determinar o tempo necessario para o substrato ser convertido em
produto (Whiteley et al., 2006). Como ja descrito para as enzimas C1,20 e
C2,30 presentes no extrato celular de M. fortuitum, varios autores encontraram
padroes semelhantes aos vistos neste trabalho. Ha que se considerar também
que para a avaliacdo da estabilidade das enzimas € necessario oferecer
condi¢cbes ideais de pH e temperatura uma vez que a estabilidade esta

diretamente ligada a esses fatores (Krajewska, 2004).
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FIGURA 18. Duragédo da atividade das enzimas catecol 1,2 dioxigenase e
catecol 2,3 dioxigenase presentes no extrato celular do isolado
Gordonia polyisoprenivorans (dados sao médias de duas
repeticdes e barras representam erro padrao).

4.4.4 Efeito de ions sobre a atividade enzimatica

Os efeitos causados na atividade das enzimas C1,20 e C2,30 pela
adicado de cations na mistura de reacdo séo apresentados na Figura 19. Neste
teste foi utilizado um controle sem a adi¢do do referido fon no tamp&o e Cu?*,

Mg?*, Hg®*, Mn**, Fe**, K* e NH*, adicionados isoladamente & mistura de
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reacao na forma de sulfato de cobre, cloreto de magnésio, cloreto de mercurio,
cloreto de manganés, acetato de potassio, cloreto de ferro e cloreto de
mercurio na concentragcdo de 1 mM e sulfato de amdnio na concentragéo de 10
mM, respectivamente. O controle (100%) refere-se a atividade da enzima na
auséncia do ion.

A atividade das enzimas C,120 e C2,30 foi inibida em
aproximadamente 25% na presenga dos cations K* e Cu®" na reagdo (Figura
19). O mercurio inibiu a atividade da enzima C2,30 em 22%, sendo que para a
enzima C1,20 este cation estimulou a atividade em 13%. A presenga de
magnésio inibiu a atividade da enzima C1,20 em 28%, porém estimulou a
atividade da C2,30 em 23%.

A adicdo dos cations Fe**, Mn?* e NH*" estimulou a atividade das
duas enzimas (Figura 19). O ferro aumentou a atividade em 22 e 52% para
C2,30 e C1,20 respectivamente. O manganés foi o cation que mais estimulou
a atividade das enzimas, sendo que para a C2,30 o aumento na atividade foi
de 132%
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FIGURA 19. Efeito dos ions na atividade enzimatica da catecol 1,2 dioxigenase
e catecol 2,3 dioxigenase presente no extrato celular do isolado
Gordonia polyisoprenivorans (o controle refere-se a atividade da
enzima na auséncia do ion; dados s&do meédias de duas repeticdes
e as barras representam o erro padréo).
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O manganés assim como o ferro estimularam a atividade das
enzimas C1,20 e C2,30, porém na presenga de manganés a atividade foi
maior. Estudos mostram que esse cation divalente esta presente na estrutura
das enzimas dioxigenases assim como o ferro, porém em menores proporgoes,
em especial para enzimas que fazem clivagem intradiol, ou seja catecol 1,2
dioxigenase e protocatecol 3,4 dioxigenase (Whiting et al., 1995). Esse fato
pode ser explicado a partir das propriedades quimicas do manganés em
comparagao ao ferro Il ou ferro Ill, propriedades essas que faz deste ion
elemento central que ira indicar o local determinado da adigao de O,, fazendo a

abertura do anel aromatico (Gibello et al., 1994).

4.5 Caracterizacdo da enzima catecol 2,3 dioxigenase no extrato

imobilizado de Gordonia polyisoprenivorans

4.5.1 Determinacdo do pH 6timo para a atividade enzimatica no

extrato celular imobilizado

A atividade da enzima C2,30 do isolado de Gordonia
polyisoprenivorans no extrato livre apresentou maior atividade em pH 7,0 no
tampao fosfato. Diferentemente do extrato imobilizado que apresentou maior
atividade desta enzima em pH 8,0 também no tampéo fostato, (Figura 20).
Conforme Gianfreda et al. (2002) quando a enzima € imobilizada em um
suporte solido, como o alginato de sddio, o pH 6timo tende aumentar duas
unidades, isso se deve ao fato de que na superficie da enzima imobilizada a
concentracdo de ions H* é maior do que a concentracdo de ions H' na solugéo,
onde o pH é quantificado.

Fernandez-Lafuente et al. (2000) realizaram avaliagdes preliminares
da C2,30 parcialmente purificada, onde houve uma perda de atividade de 40%
do tempo inicial at¢é 60 minutos de incubagdo, quando em pH 10. Apds a
imobilizagéo, esta perda foi inferior a 20%. Segundo estes mesmos autores, as
enzimas imobilizadas mantém sua atividade em uma faixa mais ampla de pH
quando comparado com enzimas livres (Fernandez-Lafuente et al., 1995),
conforme observado na Figura 20, no tamp&o fosfato, quando a C2,30

apresentou alta atividade na faixa de pH de 6,5 a 8,0.
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FIGURA 20. Efeito do pH na atividade da catecol 2,3 dioxigenase presente no
extrato celular livre e imobilizado de Gordonia polyisoprenivorans.
Tampodes utilizados: acetato (pH 4,0 a 5,5), fosfato (pH 6,0 a 8,0)
e tris-HCI (7,0 a 9,0) (dados sdo médias de duas repeticbes e as
barras representam o erro padrao).

4.5.2 Determinacdo da temperatura Otima para a atividade

enzimatica no extrato celular imobilizado

A enzima C2,30 no extrato imobilizado da bactéria Gordonia
polyisoprenivorans apresentou maior atividade a 50°C, que € 20°C mais
elevado do que a temperatura 6tima quando o extrato n&o estava imobilizado
(Figura 21). Conforme ja descrito acima, outros autores observaram essas
mesmas condicdbes para enzimas imobilizadas. Fernandes-Lafuente et al.
(2000) verificaram como temperatura ideal para C2,30 70°C, porém no
presente trabalho a enzima perdeu aproximadamente 70% de atividade quando
se encontrava nesta temperatura.

Novamente observa-se com este teste que a temperatura ideal de
uma enzima esta relacionada como o ambiente ao qual o microrganismo foi
isolado ou cultivado em laboratério. Porém com a imobilizagdo foi possivel

verificar aumento de atividade com o aumento da temperatura, uma vez que
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ocorre uma minimizacdo ou prevengao de mudancas conformacional na
estrutura terciaria da proteina, devido a protegdo assegurada pelo suporte que
atua como uma cobertura protetora contra mudancas de temperatura
(Krajewska, 2004). Este efeito protetor é importante quando se necessita
acelerar os processos de degradagdao, em substratos (em especial dos
hidrocarbonetos), que aumenta sua solubilidade com o aumento da
temperatura (Dodor et al., 2004).
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FIGURA 21. Efeito da temperatura na atividade da catecol 2,3 dioxigenase
presente no extrato celular livre (simbolos brancos) e imobilizado
(simbolos pretos) de Gordonia polyisoprenivorans (dados sao
meédias de duas repeticohes e as barras representam o erro
padrao).

4.5.3 Determinacdo do tempo de reacdo na atividade enzimética

no extrato celular imobilizado

O extrato livre e imobilizado do isolado Gordonia polyisoprenivorans
exibiram atividades da enzima C2,30 muito semelhantes, permanecendo com
atividade enzimatica por 90 minutos (Figura 22).

Como pode ser observado na Figura 22 a atividade no extrato livre
foi superior ao do extrato imobilizado. Esta caracteristica segundo Krajewska

(2004) é devido a aplicagao do suporte que modifica 0 microambiente no qual a
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enzima trabalha. Porém como ja mencionado, as enzimas imobilizadas
comparadas com as enzimas livres podem ter a atividade enzimatica reduzida
e a constante de Michaelis aumentada, permitindo maior eficiéncia catalitica
das enzimas, bem como da suas propriedades cinéticas e de estabilidade

(Degaldillo e Rodriguez-Nogales, 2005).
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FIGURA 22. Duracéo da atividade da enzima catecol 2,3 dioxigenase presente
no extrato celular livre e imobilizado Gordonia polyisoprenivorans
(dados sao médias de duas repeticdes e as barras representam o
erro padréo).

4 5.4 Efeito de ions sobre a atividade enzimatica no extrato

celular imobilizado

A atividade da enzima C2,30 de Gordonia polyisoprenivorans na
presenca dos cations K*, Mg? NH*", Hg?*, Mn** e Fe*" nao sofreu grandes
alteragdes no extrato imobilizado, em comparacgéo ao extrato livre (Figura 23).
Para estes os cations houve pequena redugao na atividade quando o extrato se
encontrava imobilizado. A maior diferenca observada refere-se ao Cu?*, que,
em relagdo ao controle, reduziu em 51 % a atividade da enzima imobilizada e

em 76% a atividade da enzima livre.
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Assim, a aplicacdo de nutrientes ndo aumentou a atividade do
extrato imobilizado, provavelmente devido a menor difusdo através da barreira
sélida (alginato), o mesmo correu com os inibidores, comprovando a teoria de
que enzimas imobilizadas podem apresentar menor atividade, devido a menor
disponibilidade de nutrientes, porém maior estabilidade por serem menos

afetadas pelos inibidores, em comparagéo a sua forma livre (Krajewska, 2004).
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FIGURA 23. Efeito dos ions na atividade enzimatica relativa (%) da catecol 1,2
dioxigenase presente no extrato celular livre e imobilizado de
Gordonia polyisoprenivorans (o controle refere-se a atividade da
enzima na auséncia do ion, dados s&do médias de duas repeticoes
e as barras representam o erro padrao).

4.6 Caracterizagdo de enzimas de degradacdo de HAPs
produzidas por Naphtalene-utilizing bacterium

Quando realizado a identificagdo desta bactéria por Jacques et al.
(2007), obteve-se 98% de similaridade com uma bactéria que foi isolada de um
local utilizado na estocagem de carvao mineral e que cresceu em meio mineral
utilizando naftaleno como unica fonte de carbono e energia. A bactéria
estudada apresentou crescimento nos HAPs: pireno, antreceno, fenatreno,
naftaleno, além de crescer em compostos monocromaticos como o tolueno. O

metabolismo microbiano no processo de degradagédo dos HAPs, opera em dois



53

estagios. No primeiro ocorre oxidagao inicial do anel aromatico, para formar cis-
dihidrodiois, no segundo estagio ocorre rearomatizagdo para formar um
derivado hidroxilado. Embora os passos iniciais de conversdo sejam
semelhantes para muitos compostos aromaticos, o numero de intermediarios
formados apds a rearomatizacao é limitadao nesta rearomatizagcao, pode haver
a formacdo de compostos intermediarios como a catecol, protocatecol e
gentisato (Caldwell, 2000). No entanto para este isolado foi caracterizada
somente a enzima protocatecol 3,4 dioxigenase, capaz de oxidar o fenantreno
a um composto intermediario denominado protocatecol. Este foi o substrato

essencial para a enzima aqui estudada.

4.6.1 Determinacao do pH 6timo para a atividade enziméatica

A atividade da enzima protocatecol 3,4 dioxigenase presente em
Naphtalene-utilizing bacterium foi maior em pH 8,0 no tampéao Tris-HCI (Figura
24), sendo que neste tampé&o esse foi o unico pH que apresentou uma boa
atividade enzimatica. Em tampao fosfato obteve-se atividade alta em uma
maior faixa de pH, sendo superior a 80% para os pH 6,5 a 8,0. A atividade em
pH (4,0 a 5,5) em tamp&o acetato apresentou atividade relativa superior a 40%,
demonstrando ser uma enzima com potencial de degradagdo em ambientes
adversos.

Ao contrario das outras enzimas, para a protocatecol 3,4
dioxigenase, o pH o6timo foi proximo a 7,0 para o tampao fosfato e proximo a
8,0 para o tampao tris- HCI, ou seja, a maxima atividade foi influenciada ndo sé
pela mudanca de pH, mas também pela mudanca de tampao. Bull & Ballou
(1981) e Buchan et al. (2000) encontraram 6tima atividade para esta enzima
em pH 8,0 em tampé&o fosfato e entre 8,0 e 9,0 no tampéo tris-HCI. Para esta
enzima nao temos como determinar o pH para uma atividade o6tima sem
mencionar o tampao, uma vez que este influencia a atividade, provavelmente,

através do tipo e da quantidade de ions dissolvidos na solugéo.
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FIGURA 24. Efeito do pH na atividade da protocatecol 3,4 dioxigenase
presente no extrato celular de Naphtalene-utilizing bacterium.
Tampdes utilizados: acetato (pH 4,0 a 5,5), fosfato (pH 6,0 a 8,0)
e Tris-HCI (7,0 a 9,0) (dados sao médias de duas repetigdes e as
barras representam o erro padrao).

4.6.2 Determinacdo da temperatura Otima para a atividade

enzimaéatica

A atividade relativa maxima da enzima protocatecol 3,4 dioxigenase
ocorreu a 35 °C. Porém o que se destaca na Figura 25 é a elevada atividade
relativa, préxima a 80%, com somente 15°C de temperatura e que seguiu
aumentando até os 35°C. Isto indica que esta enzima apresenta grande
potencial biotecnolégico para ser utilizada no tratamento de efluentes
contaminados com HAPs, uma vez que apresenta elevada atividade em
temperaturas entre 15 e 40°C. O aumento da temperatura para valores
superiores a 35°C proporcionou brusca queda da atividade, sendo que a 50°C
observou-se atividade muito pequena, possivelmente pela desnaturagcdo da

enzima.
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FIGURA 25. Efeito da temperatura na atividade de protocatecol 3,4
dioxigenase no isolado Naphtalene-utilizing bacterium,
avaliado entre 5° a 50°C durante 30 min (dados sao médias
de duas repetigdes e as barras representam erro padréo).

4.6.3 Determinacao do tempo de reacdo na atividade enziméatica

A estabilidade da enzima P3,40 foi determinada durante 90 minutos,
realizando leituras de 10 em 10 minutos a 30°C (Figura 26). Para o calculo foi
convencionado como 100% a atividade do tempo inicial. Entre as enzimas
avaliadas neste trabalho, a P3,40 demonstrou ser a enzima como menor
estabilidade. Em 30 minutos de reacdo ja havia ocorrido 50% de perda na
atividade relativa, sendo que a enzima apresentou atividade somente até 60

minutos de reacgao.
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FIGURA 26. Duragao da atividade das enzimas protocatecol 3,4 dioxigenase
presente no extrato celular do isolado Naphtalene-utilizing
bacterium. (dados sdo médias de duas repeticbes e as barras
representam o erro padrao).

4.6.4 Efeito de ions sobre a atividade enzimatica

Os efeitos causados na atividade da enzima P3,40 pela adicao de
cations na mistura de reagédo sdo apresentados na Figura 27. Neste teste foi
utilizado um controle sem a adicdo do referido fon no tampdo e Cu?*, Mg*,
Hg®*, Mn*, Fe?* | K" e NH*", adicionados isoladamente & mistura de reagao, na
forma de sulfato de cobre, cloreto de magnésio, cloreto de mercurio, cloreto de
manganés, acetato de potassio, cloreto de ferro e cloreto de mercurio na
concentracdo de 1 mM e sulfato de aménio na concentracdo de 10 mM,
respectivamente. O controle (100%) refere-se a atividade da enzima na
auséncia do ion.

A atividade da enzima P3,40 apresentou alta inibicdo na presenca
dos cations K*, NH*, Mg* e Hg?, com perdas de 83, 69, 66 e 50%
respectivamente na atividade relativa (Figura 27). Como para a enzima intradiol
C1,20 presente no extrato celular M. fortuitum, a enzima P3,40 também
apresentou inibicdo aos cations K*, Mg?*, Cu** e NH*. Conforme ja descrito

anteriormente, outros autores obtiveram as mesmas condigdes (Wang et al.,
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2006; Hatta et al., 2003). Isto provavelmente é devido a ligacdo destes cations

a enzima, funcionando como inibidores.
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FIGURA 27. Efeito dos ions na atividade enzimatica da protocatecol 3,4
dioxigenase presente no extrato celular do isolado Naphtalene-
utilizing bacterium (o controle refere-se a atividade da enzima na
auséncia do ion; dados sao médias de duas repeticbes e as
barras representam o erro padrao).

A presenca dos cations divalentes Mn?** e Cu®" estimularam a
atividade em 22 e 6% respectivamente, no entanto a presenca de Fe®*" na
reacdo aumentou a atividade em 71%. Como ja foi descrito anteriormente o
ferro é responsavel por desempenhar fungdes celulares, que estao intimamente
relacionadas ao metabolismo dos HAPs, participando na estrutura das enzimas
dioxigenases. Muitos estudos ja foram realizados sobre a estrutura e o
processo de clivagem do anel aromatico para as enzimas intradiol como a
P3,40 (Bertini et al., 1995). Através destes estudos foi possivel observar que a
presenca de Fe®*" aumentou a atividade destas enzimas de degradagéao, por
orientar a posicao de clivagem do anel aromatico e por fazer parte da estrutura
molecular destas enzimas, tanto como cofator, como grupo prostético

(Harayama et al., 1999).
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4.7 Caracterizagdo da enzima protocatecol 3,4 dioxigenase no
extrato imobilizado de Naphtalene-utilizing bacterium

4.7.1 Determinacdo do pH 6timo para a atividade enzimatica no

extrato celular imobilizado

A atividade da enzima P3,40 de Naphtalene-utilizing bacterium foi
maior em pH 7,5, no tampéao fosfato, tanto no extrato celular livre quanto no
imobilizado (Figura 28). A atividade em pH 4,0 a 6,5, foi superior no extrato
imobilizado. No intervalo de 6,5 a 8,0 ndao houve grandes diferengas entre as
atividades enzimaticas do extrato imobilizado ou livre. Porém no intervalo de
pH de 8,0 a 9,0, novamente o extrato imobilizado apresentou maior atividade.
Neste caso, a imobilizacdo mostrou-se de fundamental importancia para
melhorar a eficiéncia da enzima em condigdes ambientais distintas do 6timo,

como acontece na pratica do tratamento de efluentes em escala comercial.
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FIGURA 28. Efeito do pH na atividade da protocatecol 3,4 dioxigenase
presente no extrato celular livre e imobilizado de Naphtalene-
utilizing bacterium. Tampdes utilizados: acetato (pH 4,0 a 5,5),
fosfato (pH 6,0 a 8,0) e tris-HCI (7,0 a 9,0) (dados sdo médias de
duas repeticdes e as barras representam o erro padréo).
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4.7.2 Determinacdo da temperatura Otima para a atividade

enzimatica no extrato celular imobilizado

O extrato celular imobilizado do isolado Naphtalene-utilizing
bacterium apresentou a maior atividade da enzima P3,40 a 55°C, que foi 20°C
mais elevado do que a temperatura 6tima da enzima presente no extrato nao
imobilizado (Figura 29). No extrato imobilizado n&o ocorreram grandes perdas
na atividade até a temperatura de 80°C, que apresentou ainda 75% de
atividade maxima, enquanto que no extrato livre a atividade reduziu-se
drasticamente acima da temperatura 6tima e n&o apresentou atividade em

temperaturas maiores que 50°C.
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FIGURA 29. Efeito da temperatura na atividade da protocatecol 3,4-
dioxigenase presente no extrato celular livre e imobilizado de
Naphtalene-utilizing bacterium (dados sdao médias de duas
repeticdes e as barras representam o erro padréo).

Como para os outros isolados o extrato imobilizado manteve a
atividade enzimatica em 50% ou mais na ampla e elevada faixa de temperatura
de 40 a 80°C, o que reforca a possibilidade de aplicacido desta enzima em
processos realizados em temperaturas elevadas. Porém, ha que se destacar

que em temperaturas abaixo de 35°C o extrato imobilizado n&o apresentou
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atividade, sendo a enzima imobilizada nao indicada para o tratamento de

efluentes liquidos com temperatura menor que a acima citada.

4.7.3 Determinacéo do tempo de reacdo na atividade enzimatica

no extrato celular imobilizado

A enzima P3,40 do isolado de Naphtalene-utilizing bacterium
demonstrou a menor estabilidade no extrato livre (Figura 30). Com 30 minutos
de reacgao ja havia ocorrido 50% de redugéo da atividade, sendo que a enzima
apresentou atividade somente por 50 minutos. No extrato imobilizado a P3,40
apresentou atividade de aproximadamente 90% até 30 minutos de reacéo, a

qual foi caindo gradualmente até atingir 30% com 90 minutos de reagéo.
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FIGURA 30. Duragédo da atividade da enzima protocatecol 3,4 dioxigenase
presente no extrato celular livre e imobilizado do isolado
Naphtalene-utilizing bacterium (dados s&o meédias de duas
repeticdes e as barras representam o erro padrao).

Embora a utilizagdo das enzimas seja promissora existem varios
problemas praticos no uso de formas livres, entre eles a instabilidade da sua
estrutura uma vez retirada de seu ambiente natural e sua sensibilidade para
processar em condicdes diferentes da 6tima, o que provoca baixa estabilidade

e ocasiona curto tempo de duracdo da atividade. Com a imobilizacido, o
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sistema estabiliza a estrutura das enzimas tornando-as mais resistentes as
alteracbes ambientais. As enzimas imobilizadas s&o de facil recuperacido e
podem ser reusadas em processos enzimaticos de operacado continua, tendo
uma grande variedade de usos em diferentes modelos de biorreatores
(Krajewska, 2004).

4.7.4 Efeito de ions sobre a atividade enziméatica no extrato

celular imobilizado

A enzima P3,40 presente no extrato livre apresentou alta inibicdo na
presenca dos cations K*, NH*, Mg?* e Hg®*, sendo estas de aproximadamente
83, 69, 66 e 50% respectivamente (Figura 31). Porém com a imobilizacao a
inibicao foi menor, sendo de 14% para o K* e 36% para o Mg®*. Para o aménio,
a perda de atividade foi aproximadamente a mesma no extrato livre e no
imobilizado. O mercurio, que no extrato livre inibiu a atividade da enzima,
aumentou a atividade no extrato imobilizado em 37%. No extrato livre, a
atividade na presenca de Fe>* teve um aumento de 16%, porém quando este
foi imobilizado, a atividade aumentou 99%. Na presenca de Mn?* o extrato livre

apresentou maior aumento de atividade em relacdo ao extrato imobilizado.
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FIGURA 31.Efeito dos ions na atividade enzimatica relativa (%) da protocatecol
3,4 dioxigenase presentes no extrato celular livre e imobilizado do
isolado Naphtalene-utilizing bacterium, (o controle refere-se a
atividade da enzima na auséncia do ion, dados sdo médias de
duas repeticdes e as barras representam o erro padrao).
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A forte inibicdo causada pelo sulfato de aménio mesmo com o
extrato imobilizado esta relacionado com o fato de que, o sulfato de amédnio
pode desestruturar a conformacédo do alginato devido a presenga dos ions
dissolvidos, fazendo com que o ocorra 0 mesmo comportamento no extrato
livre. Provocando inibicdo na atividade, resultado da desnaturacdo das
proteinas provocado pelo rompimento das pontes de hidrogénio e dissulfeto,
que dao a conformacdo tridimensional das proteinas. Este efeito inibitério foi
relatado em Pseudomonas putida por Ishbashi et al. (1990).



5. CONCLUSOES

1) Foi possivel estudar os parametros que influenciam a maior produgédo de
enzimas a partir de bactérias isoladas de solos contaminados com HAPSs,
verificando as variaveis que influenciavam para um aumento da atividade

enzimatica e estabilidade.

2) Todos os isolados apresentaram maior atividade enzimatica quando
cresceram em meio mais rico, contendo outras fontes de carbono além dos
HAPs onde a atividade foi maior quanto maior era a concentragdo do

contamimante.

3) Os isolados Mycobacterium fortuitum e Gordonia polyisoprenivoram
expressaram tanto a catecol 1,2 dioxigenase quanto a catecol 2,3 dioxigenase

sendo que esta ultima apresentou maior atividade para a enzima extradiol.

4) No estudo dos parametros a serem utilizados, para promover uma maior
atividade enzimatica, observou-se diferenca nas condicdes requeridas pelas
diferentes enzimas estudadas, onde as variaveis temperatura e pH foram
semelhantes paras mesmas enzimas, independente da bactéria que a

exXpressou.

5) A enzima catecol 2,3 dioxigenase apresentou maior estabilidade em relagéo

as outras enzimas estudas.

6) Todos os isolados sdo estimulados por ferro e manganés, sendo que os
outros ions avaliados apresentam diferentes niveis de inibicdo na atividade

enzimatica.
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7) O extrato celular imobilizado contendo as enzimas catecol 1,2 dioxigenase,
catecol 2,3 dioxigenase e protocatecol 3,4 dioxigenase houve aumento da
estabilidade as variagdes de pH, temperatura, tempo de reagao, em relagdo ao

extrato celular livre.



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALEXANDER, M. Biodegradation and bioremediation. 2nd ed. New York:
Academic Press, 1999. 453p.

ASSALIN, M.R., SILVA, P.L., DURAN, N. Comparison of the efficiency of
ozonation and catalytic ozonation (Mn Il and Cu Il) in phenol degradation.
Quimica Nova, Sao Paulo, v.29, n.1, p.24-27, 2006.

ATLAS, R.M.; BARTHA, R. Microbial ecology: fundamental and
applications. 4 ed. Menlo Park, CA: Academic Press, 1998. 694p.

BAGGI, G. et al. Isolation of Pseudomonas struzeri strain that derades o-
xylene. Applied and Environmental Microbiology, Washington, v.53,
n.10, p.2129-2132, 1987.

BAMFORTH, S.; SINGLETON, |. Biorremediation os polycyclic aromatic
hydrocarbons: current knowledge and future directions. Journal of Chemical
Technology, Sussex, v.80, n.7, p. 723-736, 2005.

BERTINI, I. et al. Biophysical investigation of bacterial aromatic extradiol
dioxygenases involved in biodegradation processes. Coordination
Chemistry Reviews, Sydney, v.144, p.321-345, 1995.

BEWLWY, R.J.F. Field implementation of in situ bioremediation: Key
physicochemical and biological factors. In: STOTZKY, G.; J.M. Soil
Biochemistry, New York: Marcel Pekker, 1996,v.9, p.473-542.

BOONCHAN, S. et al. Degradation and mineralization of high-molecular-weight
polycyclic aromatic hydrocarbons by defined fungal-bacterial cocultures.
Applied and Environmental Microbiology, Washington, v.66, n.3, p.1007-
1019, 2000.

BOOPATHY, R. Factors limiting bioremediation technologies. Bioresource
Technology, Chicago, v.74, n.1, p.63-67, 2000.

BRADFORD, M.M. A rapid e sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analitycal
Biochemistry, New York, v.72, n.1-2, p.248-254, 1976.



66

BRIGANTI, F. et. al. Purification, biochemical properties and substrate
specificity of a catechol 1,2-dioxygenase from a phenol degrading
Acinetobacter radioresistens. FEBS Letters, Amsterdam, v.416, n.1, p.61-
64, 1997.

BUCHAN, A. et al. Key aromatic-ring-cleaving enzyme, protocatechuate 3,4-
dioxygenase, in the ecologicaly important marine Roseobacter lineage.
Applied and Environmental Microbiology, Washington, v.66, n.11,
p.4662-4672, 2000.

BURLAGE, R. S. et al. The tol (pwwQ) catabolic plasmid. Applied and
Environmental Microbiology, Washington, v.55, n.6, p.1323-1328, 1989.

BULL, C.; BALLOU, D.P. Purification and properties of protocatechuate 3,4
dioxygenase from Pseudomonas putida. Journal of Biological
Chemistry, Baltimore, v.256, n.24, p.12673-12680, 1981.

CAl, W. et al. The characteristics and mechanisms of phenol biodegradation by
Fusarium sp. Journal of Hazardous Materials, Amsterdam, v.148,n.1-2,
p.38-42, 2007.

CALDWELL, D.R. Microbial physiology and metabolism. 2nd ed. Belmont:
Star, 2000. 403p.

CENCI, G. et al. Dioxygenase activity relative behaviour of Pseudomonas
strains from soil in the presence of different aromatic compounds. World
Journal Microbiology Biotechnology, New York, v.15, n.1, p.47-52, 1999.

CERNIGLIA, C.E. Fungal metabolism of polycyclic aromatic hydrocarbons:
past, present and future applications in bioremediation. Journal of
Industrial Microbiology; Biotechnology, Hampshire, v.19, n.5-6, p.324—
333, 1997.

CERNIGLIA, C.E. Biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons. Current
Opinion in Biotechnology, New York, v. 4, n.4, p. 331-338, 1993.

CERNIGLIA, C.E. Microbial metabolism of polycyclic aromatic hydrocarbons.
Advances in Applied Microbiology, San Diego, v.30, n.1, p.31-71, 1984.

CETESB. Relatério de estabelecimento de valores orientadores para solos
e aguas subterrdaneas no Estado de Sao Paulo. Disponivel em:
<http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/relacao_areas.as>.
Acesso em: 10 dez. 2007.

CHAILLAN, F. et al. Identification and biodegradation potential of tropical
aerobic hydrocarbon-degrading microorganisms. Research in
Microbiology, Amsterdam, v.155, n.7, p.587-595, 2004.

CHEN, K.C., LIN, Y.H., CHEN, W.H., LIN, Y.C. Degradation of phenol by PAA —
immobilized Candida tropicalis. Enzyme and Microbial Technology, New
York,v.31, n.4, p.490-497, 2002.



67

CONCEICAO, D.P. Isolamento de bactérias resistentes a cromo
hexavalente e purificacdo parcial da enzima redutora de cromo do
Bacillus sp. ES29. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-graduagao
em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. 94f. 2006.

DEGALDILLO, R.; RODUGUEZ-NOGALES, J.M. Stability and catalytic kinetics
of microencapsulated [(-galactosidase in liposomes prepared by the
dehydration-rehydration method. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, Netherlands, v.33, n.1, p.15-21, 2005.

DINKLA, [.J.T.; JANSSEN, D.B. Simultaneous growth on citrate reduces the
effects of iron limitation during toluene degradation in Pseudomonas.
Microbial Ecology, New York, v.45, n.1, p.97-107, 2003.

DINKLA, I.J.T. et al. Effects of iron limitation on the degradation of toluene by
Pseudomonas strains carrying the TOL (pWWO) plasmid. Applied and
Environmental Microbiology, Washington, v.67, n.8, p.3406-3412, 2001.

DODOR, D.E. et al. Oxidation of anthracene and benzo[a]lpyrene by
immobilized laccase from Trametes versicolor. Enzyme and Microbial
Technology, New York, v.35, n.3, p.210-217, 2004.

DOUMECHE, B. et al. Enzymatic catalysis in gel-stabilized two-phase systems:
improvement of the solvent phase. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, Netherlands, v.18, n.1, p.19-27, 2002.

DURAN, N., ESPOSITO, E. Potencial applicantions of oxidative enzyme and
phenoloxidase-like compounds in wastewater and soil treatment: a review.
Applied Catalysis B: Environmental, Oxford, v.28, p.83-99, 2000.

EVANS, W. C. et al. Oxidative metabolism of phenanthrene and anthracene by
soil pseudomonads-rings-fission mechanism. Biochemical Journal,
London, v.95, n.3, p.819-831, 1995.

FERNANDEZ-LAFUENTE, R. et al. Immobilization of functionally unstable
catechol-2,3-dioxygenase greatly improves operational stability. Enzyme
and Microbial Technology, New York, v.26, n.8, p.568-573, 2000.

FERNANDEZ-LAFUENTE, R. et al. Strategies for enzyme stabilition by
intramolecular crosslinking whit bifunctional reagents. Enzyme and
Microbial Technology, New York, v.17, n.6, p.517-523, 1995.

FUJISAWA, H.; HAYAISHI, O. Protochatechuate 3,4- Dioxygenase. Journal of
Biological Chemistry, Baltimore, v.243, n.10, p.2673-2681, 1968.

GHAZALLI, F.M. et al. Biodegradation of hydrocarbons in soil by microbial
consortium. International Biodeterioration and Biodegradation, London,
v.54, n.1, p.61-67, 2004.



68

GIANFREDA, L.; BOLLAG, J.M. Isolated enzymes for the transformation and
detoxification of organic pollutants. In: Burns RG, Dick RP, editors.
Enzymes in the environment: activity, ecology, and application. New
York, p. 495-583, 2002.

GIBELLO, A. et al. 3,4-Dihydroxyphenylacetate 2,3-dioxygenase from Klebsiella
pneumoniae, a Mg containing dioxygenase involved in aromatic
catabolism. Biochemical journal, London, v.301, n.1, p.145-150, 1994.

GOLDMAN , R. et al. Smoking increase carcinogenic polycyclic hydrocarbons in
human lung tissue. Cancer Research, Philadelphia, v.61, n.17, p.6367-
6371, 2001.

HAHN, D.R. et. al. Tn5099 a xylE promoter probe transposon for Sterptomyces
spp. Journal of Bacteriology, Baltimore,v.173, n.17, p.5573-5577, 1991.

HAIGLER, B.E.; GIBSON, D. T. Purification and properties of ferredoxin NAP, a
component of naphthalene dioxygenase from Pseudomonas sp. strain
NCIB 9816. Journal of Bacteriology. Baltimore, v.172, n.3, p.465-468,
1990.

HARAYAMA, S. Functional and evolutionary relationshio among diverse
oxygenases. Annual Review Microbiology, Washington, v.46, p.565-601,
1992.

HATTA, T. et al. Characterization of a Novel Thermostable Mn(ll)-dependent
2,3-Dihydroxybiphenyl 1,2-Dioxygenasefroma Polychlorinated Biphenyl and
Naphthalene-degrading Bacillus sp.JF8. Journal of Biological Chemistry,
Baltimore, v.278, n.24, p.21483-21492, 2003.

HAWLEY, G.G. The condensed chemical dictionary. New York: Van
Nostrand Reinhold, 563p. 1993.

HEGMAN, G.D. Synthesis of the enzymes of the mandelate pathway by
Pseudomonas putida. Journal of Bacteriology, Baltimore, v.91, n.3,
p.1140-1154, 1966.

HOLLINGER, C. et al. Contaminated environmental in the subsurface and
bioremediation: organic contaminants. FEMS Microbiology Review.
Amsterdam, v.20, n.4, p.517-523, 1997.

ISHIBASHI, Y.; CERVANTES, C.; SILVER, S. Chromium reduction in
Pseudomonas putida. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v.56, n.7, p.2268-2270, 1990.

JACQUES, R.J.S. et al. Characterization of a Polycyclic Aromatic Hydrocarbon—
degrading microbial consortium from a petrochemical sludge landfarming.
Bioremediation Journal, Philadelphia, v.11, n.1, p.1-11, 2007.



69

JACQUES, R.J.S. et al. Anthracene biodegradation by Pseudomonas sp
isolated from a Petrochemical Sludge Landfarming. International
Biodeterioration and Biodegradation. London, v.56, n,3, p.143-150,
2005.

JOHNSEN, A.R. et al. Principles of microbial PAH-degradation in soil.
Environmental Pollution. Oxford, v.133, n.1, p.71-84, 2005.

JOHNSEN, A.R.; KARLSON, U. Evaluation of bacterial strategies to promote
the bioavailability of polycyclic aromatic hydrocarbons. Applied
Microbiology and Biotechnology, New York, v.63, n.3, p.452-459, 2004.

KNAEBEL, D.B. et al. Immobilization of bacteria in macro and microparticles.
Methods in Biotechnology, Bioremediation Protocols, Totowa, v.2, p.3-
22,1997.

KANALY, R.A. et al. Biodegradation of ['*C] Benzo[a]pirene added in crude oil
to uncontaminated soil. Applied Environmental Microbiology,
Washington, v.63, n.1, p.4511-4515. 1997.

KALOGERIS, E. et al. Properties of catechol 1,2-dioxygenase from
Pseudomonas putida immobilized in calcium alginate hydrogels. Enzyme
and Microbial Technology, New York v.39, n.5, p.1113-1121, 20086.

KARAM J.; NICELL, J.A. Potential application of enzymes in waste treatment.
Journal of Chemical Technology e Biotecnology, London, v.69, n.2,
p.141-153, 1997.

KRAJEWSKA, B. Application of chitin and chitosan based materials for enzyme
immobilizations: a review. Enzyme and Microbial Technology. New York,
v. 35/2-3, n.2, p. 126-139, 2004.

LEHNINGER, A.L. et al. Principles of biochemistry. 2nd ed. New York: Worth
Publischers, 1995. 839p.

LEYS, N.M. et al. Influence of the carbon/nitrogen/phosphorus ratio on
polycyclic aromatic hydrocarbon degradation by Mycobacterium and
Sphingomonas in soil. Applied Microbiology and Biotechnology, New
York, v.66, n.6, p.726—-736, 2005.

LIMA, C.B.S. et. al. Efluentes: A qualidade da agua comprometida. In:
MENEGAT, R. et. Al. (Ed.) Atlas ambiental de porto Alegre. Porto Alegre:
Universidade/UFRGS, 1998. p.157-158.

LINOS, A. et al. Biodegradation of cis-1,4-polyisoprene rubbers by distinct
actinomycetes: mycrobial strategies and detailed surface analysis. Applied
and Environmental Microbiology, Washington, v. 66, n.4, p.1639-1645,
2000.



70

LINOS, A. et al. Gordonia polyisoprenivorans sp nov., a rubber-degrading
actinomycete isolated from an automobile tyre. International Journal of
Systematic Bacteriology, Berks, v. 49, n.4, p.1785-1791, 1999.

LOH, K.-C. et al. Ortho pathway of benzoate degradation in Pseudomonas
putida: induction of meta pathway at high substrate concentrations.
Enzyme and Microbial Technology, New York, v.30, n.5, p.620-626,
2002.

MACLEQD, C.T.; DAUGULIS, A.J. Interfacial effects in a two-phase partitioning
bioreactor: gedradation ps polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) by a
hydrophobic Mycobacterium. Process Biochemistry, Oxon, v.40, n.5,
p.1799-1805, 2005.

MARS, A.E. Conversion of 3-chlorocatechol by varius catechol 2,3-duixygenase
and sequence analysis of the chlorocathecatechol dioxygenase region od
Peseudomonas putida GJ31. Journal bacteriology, Baltimore, v.181, n.14,
p.1309-1318, 1999.

MASON, J.R. Oxygenase catalyzed hydroxylation of aromatic compounds
simple chemistry by complex enzimes. International Industrial
Biotechnology, London, v.8, p.19-24, 1988.

MIELNICZUK, C. A populacdo microbiana e a degradacdo de residuo
petroqguimico no solo. 1991. 134p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia do
Solo), Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia do Solo, Porto Alegre,
1991. 134p.

MILO, R.E. et al. Catechol 2,3-dioxygenase from the thermophilic, phenol-
degradading Bacillus thermoleovorans strain A2 has unexpected low
thermal satability. Extremophiles, Tokio, v.3, p.185-190, 1999.

MISHRA, V. et. al. Enzymes and operons mediating xenobiotic degradation in
bactéria. Critical Reviews in Microbiology, Boca Raton, v.27, n.2 p.133-
166, 2001.

MIYATA, N. et al. Saturable, energy-dependent uptake of phenanthrene in
aqueous phase by Mycobacterium sp. Strain RJGII-153. Applied and
Environmental Microbiology, Washington, v.70, n.1, p.363-369, 2004.

MONOHAR, S. et al. Degradation of anthracene by Pseudomonas strain,
NGK1. Journal Microbiology, Seoul, v.37, p.73-79, 1999.

MUTNURI, S. et al. Degradation of anthracene and pyrene supplied by
microcrystals and non-aqueous-phase liquids. Applied Microbiology and
Biotechnology, New York, v.67, n.4, p.569-576, 2005.

NANO, G.; BORRONI, A.; ROTA, R. Combined slurry and solid phase
bioremediations of diesel contaminated soil. Journal Hazardous Materials.
Amsterdam, v.100, n.1, p.79-94. 2003.



71

NETTO, A. D. P. Evaluation of human contamination with polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHS) and their nitrated derivatives (NHPAS): a review of
methodology. Quimica Nova, Sao Paulo, v.23, n.6, p.765-773, 2000.

POINT, O. et al. Bioremediation of an aged polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs)-contaminated soil by filamentous fungi isolated from the soil.
International Bioderioration and Biodegrdation, Oxford, v.54, n.1, p.45-
52, 2004.

RICHARD, J.Y.; VOGEL, T.M. Characterization of a soil bacterial consortium
capable of degrading diesel fuel. International Biodeterioration and
Biodegradation, London, v.44, n.2-3, p.93-100, 1999.

SAMANTA, S. K. et al. Polycyclic aromatic hydrocarbons: Environmental
pollution and bioremediation. Trends in Biotechnology, London, v. 20, n.6,
p.243-248, 2002.

SANTOS, E.C. Biodegradacao do antraceno estimulada por ferro. 2004. 66
f. Dissertacao (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia do
Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, 2004.

SHUTTLEWORTH, K.L.; CERNIGLIA, C.E. Practical methods for the isolation
of polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) degrading microrganisms and
biodegradation intermediates. In: HURST, J. et al. (ed.) Manual of
environmental microbiology. Washington: ASM, 1996. p.766-775.

USDHS. Toxilogical profile for polycyclic aromatic hydrocarbons. In: U.S.
Department of health and human services. ATSDR, Atlanta, GE, august
1995. 454p.

VERSCHUEREN, K. Handbook of environmental data of organic
chemicals. 4th ed. Chichester, England: Wiley, 2001. 2416p.

WANG, C.-L. et al. Purification and characterization of a novel catechol 1,2-
dioxygenase from Pseudomonas aeruginosa with benzoic acid as a carbon
source. Process Biochemistry, Oxon, v.41, n.7, p.1594-1601, 2006.

WATKINSON, R.J. Physiology of aliphactic hydrocarbon-degrading
microorganisms. Biodegradation, London, v.1, n.2-3, p.79-92, 1990.

WEIGAND, H. et al. Fate of anthracene in contaminated soil: transport and
biochemical transformation under unsaturated flow conditions. European
Journal of Soil Science, Oxford, v.53, n.1, p.71-81, 2002.

WHITELEY, C.G.; LEE, J.D. Enzyme technology and biological remediation.
Enzyme and Microbial Technology, New York, v.38, n.3, p.291-316,
2006.



72

WHITING, A.K. et al. Manganese(ll)-dependent extradiol cleaving catechol
dioxygenasefrom Arthrobacter globiformis CM-2. Biochemistry, Atlanta,
v.35, p.160-170, 1995.

WICK, L.Y. et al. Kinetics of mass transfer-limited bacterial grownth on solid
PAHs. Environmental Science and Technology, Washington, v.35, n.2,
p.354-361, 2001.

ZHANG, X.-X. et al. Microbial PAH-degradation in soil: Degradation pathways
and contributing factors. Pedosphere, Beijing, v.16, n. 5, p.555-565, 2006.

ZHANG, H. et al. Isolation and characterization of novel bacteria degrading
polycyclic aromatic hydrocarbons from polluted Greek soils. Applied
Microbiology and Biotechnology, New York, v.65, n.1, p.124-131, 2004.

ZHANG, Y. M. et al. Effect of rhamnolipids on the dissolution, bioavailability,
and biodegradation of phenanthrene. Environmental Science and
Technology, Washington, v.31, n.8, p.2211-2217, 1997.



7. VITA

Andréa Scaramal da Silva, filha de Joel da Silva e Rosalice
Scaramal, nasceu em 26 de junho de 1981, em Londrina-PR. Estudou no
Colégio Estadual Marcelino Champagnat, onde completou o primeiro e
segundo grau. Em 2002, ingressou no Centro Universitario Filadelfia onde foi
graduada em Licenciatura em Biologia em 2006. Em 2006 iniciou o curso de
Mestrado no curso de Pds Graduagdo em Ciéncia do Solo da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.



	 CARACTERIZAÇÃO DE ENZIMAS BACTERIANAS DE DEGRADAÇÃO DE HIDROCABONETOS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS 
	CARACTERIZAÇÃO DE ENZIMAS BACTERIANAS DE DEGRADAÇÃO DE HIDROCABONETOS AROMÀTICOS POLICÍCLICOS 
	1. INTRODUÇÃO...................................................................................... 
	 
	2. REVISÃO BIBLIOGRAFICA................................................................. 
	    2.1 Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos......................................... 
	          2.1.1 Caracterização........................................................................ 
	          2.1.2 Toxicidade e legislação.......................................................... 
	          2.1.3 Geração, contaminação e remediação................................... 
	    2.2 Biorremediação de HAPs................................................................ 
	          2.2.1 Microrganismos degradadores dos HAPs.............................. 
	          2.2.2 Metabolismo microbiano de degradação dos HAPs............... 
	          2.2.3 Enzimas de fissão................................................................... 
	    2.3 Biorremediação de HAPs no ambiente............................................ 
	          2.3.1 Definições e estratégias......................................................... 
	          2.3.2 Uso de enzimas livres e imobilizadas para biorremediação de HAPs.......................................................................................... 
	 
	3. MATERIAL E MÉTODOS...................................................................... 
	    3.1 Microrganismos degradadores de HAPs......................................... 
	    3.2 Crescimento das bactérias para obtenção das enzimas................. 
	    3.3 Efeito da concentração de HAPs para obtenção das enzimas ....... 
	    3.4 Efeito da sonicação para obtenção das enzimas............................ 
	    3.5 Atividade enzimática........................................................................ 
	    3.6 Otimização do pH, temperatura e tempo de reação das enzimas... 
	    3.7 Efeito do íons na atividade enzimática............................................ 
	    3.8 Imobilização do extrato celular........................................................ 
	 
	4. RESULTADOS E DISCUSSÃO............................................................ 
	    4.1 Condições ótimas para obtenção da enzima................................... 
	          4.1.1 Condições ótimas de crescimento bacteriano para obtenção das enzimas.................................................................... 
	          4.1.2 Efeito da concentração de HAPs para obtenção das  enzimas .......................................................................................... 
	          4.1.3 Efeito da sonicação para obtenção da enzimas..................... 
	 
	 
	 
	vii 
	4.2 Caracterização de enzimas produzidas por Mycobacterium fortuitum.................................................................................................... 
	          4.2.1 Determinação do pH ótimo para atividade enzimática........... 
	          4.2.2 Determinação da temperatura ótima para atividade enzimática....................................................................................... 
	          4.2.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática.. 
	          4.2.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática........................... 
	4.3 Caracterização da enzima catecol 1,2 dioxigenase no extrato imobilizado de Mycobacterium fortuitum................................................... 
	          4.3.1 Determinação do pH ótimo para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado............................................................... 
	          4.3.2 Determinação da temperatura ótima para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado....................................... 
	          4.3.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática no extrato celular imobilizado.......................................................... 
	          4.3.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática no extrato celular imobilizado........................................................................... 
	4.4 Caracterização de enzimas produzidas por Gordonia polyisoprenivorans .................................................................................... 
	          4.4.1 Determinação do pH ótimo para atividade enzimática........... 
	          4.4.2 Determinação da temperatura ótima para atividade enzimática....................................................................................... 
	          4.4.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática.. 
	          4.4.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática........................... 
	4.5 Caracterização da enzima catecol 3,4 dioxigenase no extrato imobilizado de Gordonia polyisoprenivorans ............................................ 
	          4.5.1 Determinação do pH ótimo para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado............................................................... 
	          4.5.2 Determinação da temperatura ótima para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado....................................... 
	          4.5.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática no extrato celular imobilizado.......................................................... 
	          4.5.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática no extrato celular imobilizado........................................................................... 
	4.6 Caracterização de enzimas produzidas por Naphtalene-utilizing bacterium........................................................................................ 
	          4.6.1 Determinação do pH ótimo para atividade enzimática........... 
	          4.6.2 Determinação da temperatura ótima para atividade enzimática....................................................................................... 
	          4.6.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática.. 
	          4.6.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática........................... 
	4.7 Caracterização da enzima protocatecol 3,4 dioxigenase no extrato imobilizado de Naphtalene-utilizing bacterium.......................................... 
	          4.7.1 Determinação do pH ótimo para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado............................................................... 
	 
	 
	 
	 
	 
	viii 
	4.7.2 Determinação da temperatura ótima para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado......................................... 
	        4.7.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática no extrato celular imobilizado............................................................ 
	        4.7.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática no extrato celular imobilizado........................................................................................ 
	 
	5. CONCLUSÕES..................................................................................... 
	 
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .................................................... 
	 
	7. VITA....................................................................................................... 
	 
	01 
	 
	 
	 
	RELAÇÃO DE FIGURAS 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	1. INTRODUÇÃO 
	2.1 Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclico 
	 
	2.1.1 Caracterização 
	2.1.3 Geração, contaminação e remediação 

	2.2 Biorremediação de HAPs  
	2.2.1 Microrganismos degradadores dos HAPs 
	 
	2.2.2 Metabolismo microbiano de degradação dos HAPs 
	2.2.3 Enzimas de fissão  
	                 2.3.1 Definição e estratégias 
	 
	2.3.2 Uso de enzimas livres e imobilizadas para biorremediação  de HAPs 


	 
	 
	 
	 
	 
	 
	3. MATERIAL E MÉTODOS 
	3.1 Microrganismos degradadores de HAPs 
	3.2 Crescimento das bactérias para obtenção da enzima 
	3.3 Efeito da concentração de HAPs na obtenção das enzimas 
	3.4 Efeito da sonicação para obtenção das enzimas 
	3.5 Atividade enzimática 
	3.6 Otimização do pH, temperatura e tempo de reação das enzimas 
	3.7 Efeito dos íons na atividade enzimática 
	3.8 Imobilização do extrato celular 
	4.1 Condições ótimas para obtenção da enzima 
	 
	4.1.1 Condições ótimas de crescimento bacteriano para obtenção das enzimas 
	4.1.2 Efeito da concentração de HAPs na obtenção das enzimas 
	4.1.3 Efeito da sonicação para obtenção das enzimas 

	4.2 Caracterização de enzimas produzidas por Mycobacterium fortuitum 
	 
	 
	4.2.1 Determinação do pH ótimo para atividade enzimática 
	4.2.2 Determinação da temperatura ótima para atividade enzimática 
	4.2.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática 
	4.2.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática 

	4.3 Caracterização da enzima Catecol 1,2 dioxigenase no extrato imobilizado de Mycobacterium fortuitum 
	4.3.1 Determinação do pH ótimo para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado 
	4.3.2 Determinação da temperatura ótima para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado 
	4.3.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática no extrato celular imobilizado 
	4.3.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática no extrato imobilizado 

	4.4 Caracterização de enzimas de degradação de HAPs produzidas por Gordonia polyisoprenivorans 
	4.4.1 Determinação do pH ótimo para atividade enzimática 
	 
	4.4.2 Determinação da temperatura ótima para a atividade enzimática 
	4.4.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática  
	4.4.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática  

	4.5 Caracterização da enzima catecol 2,3 dioxigenase no extrato imobilizado de Gordonia polyisoprenivorans 
	4.5.1 Determinação do pH ótimo para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado 
	4.5.2 Determinação da temperatura ótima para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado 
	 
	4.5.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática no extrato celular imobilizado 
	4.5.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática no extrato celular imobilizado 

	4.6 Caracterização de enzimas de degradação de HAPs produzidas por Naphtalene-utilizing bacterium 
	4.6.1 Determinação do pH ótimo para a atividade enzimática 
	 
	4.6.2 Determinação da temperatura ótima para a atividade enzimática 
	 
	4.6.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática  
	4.6.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática  

	4.7 Caracterização da enzima protocatecol 3,4 dioxigenase no extrato imobilizado de Naphtalene-utilizing bacterium 
	4.7.1 Determinação do pH ótimo para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado 
	4.7.2 Determinação da temperatura ótima para a atividade enzimática no extrato celular imobilizado 
	4.7.3 Determinação do tempo de reação na atividade enzimática no extrato celular imobilizado 
	4.7.4 Efeito de íons sobre a atividade enzimática no extrato celular imobilizado 


	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	5. CONCLUSÕES 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	7. VITA 


